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L a subunidad mayor del ribosoma con- 
tiene una estructura 
peduncular evolutivamente con- 
semada, involucrada en la union 
de factores solubles de traduc- 
cion y asociada a la actividad 
GTPasa durante el ciclo de sin- 
tesis proteica (1). 
Este pedunculo esta compuesto 
por una familia de proteinas con 
caracteristicas particulares: 
- Son las unicas que estan pre- 
sentes en varias copias por ribo- 
soma. 
- Son las imicas proteinas acidas 
del ribosoma. 
En E. coli, el pedunculo esta for- 
mado por un complejo de protei- 
nas L12:LlO en relacion 4:l 
respectivamente. La proteina 
L12 es acida, rica en alaninas 
(20%) y de bajo peso molecular 
(1 2 Kd), presenta una subforma, 
L7, que solo difiere de L 12 en un 
grupo acetilo en el N- terminal. 
L10 es tambien acida per0 de 
mayor peso molecular (18 Kd) 
(2). Dos dimeros de L71Ll2 es- 
tan unidos a1 ARNr 23s a traves 
de la proteina L10 (figura 1) 
En las celulas eucariontes, el 
pedhculo se compone de un 
sistema proteico analog0 en 
propiedades fisicas y funciones 
a1 de las eubacterias, pert, con 
caracteristicas (3). 
La proteina L10 es analoga a la 
proteina eucariota PO (PM, 38 
kd). La disposition estructural en 
el ribosoma tarnbien es censer- 
Figura 1- Dos vista de un 
modelo grafico generado por 
computadora de la subunidad 50 
S del ribosoma en E. coli. 
caracteristicas diferentes. Por 
ser acidas y fosforilables se las 
design0 proteinas A o proteinas 
P indistintamente (2). 
Las celulas eucariontes tienen 
dos proteinas P de bajo peso 
molecular, designadas P1 y P2. 
Comparten con la proteina pro- 
cariota pesos moleculares simi- 
lares, punto isoelectrico, solubi- 
lidad en 50% de etanol, y otras 
vado: dos dimeros PIP2 interac- 
cionan con PO para originar un 
complejo pentamirico (P 1)2, 
(P2)2, PO. No se han encontrado 
heterodimeros (P 1/P2)2 (4). 
A diferencia de sus contrapartes 
procariotas, las proteinas P son 
fosforilables. Existe un pool de 
proteinas P no fosforiladas en el 
citoplasma, que a1 ser fosfori- 
ladas son capaces de pasar a for- 
mar parte del ribosoma y vice- 
versa, las proteinas P unidas a 
ribosoma a1 defosforilarse pasan 
a1 pool citoplasmhtico (5). 
La secuencia de las proteinas P 
de celulas eucariontes presenta 
un extremo grado de conser- 
vacion entre las distintas especies 
(alrededor del60%). Esta conser- 
vacion es notable en el extremo 
C-terminal, donde la secuencia 
D(D1E)DMGFGLFD-COOH se 
encuentra en practicamente todas 
las proteinas P clonadas, tanto en 
las de bajo peso molecular (P 1 y 
P2) como en la de mayor peso 
molecular (PO) (6- 13). 
La conservation es menor entre 
las secuencias eucariotas y eu- 
bacterianas. Esto se debe a rea- 
rreglos y translocaciones produci- 
das en el curso de la evolucion de 
las bacterias, puesto que las se- 
cuencias del reino de Archaebac- 
terias se ajustan, aunque con 
menor homologia, a 
Estas proteinas, analogas a L12, 
presentan tres regiones bien 
definidas : 
1) un dominio globular N- 
terminal 
2) una region llamada bisagra 
rica en alaninas (hasta un 20% 
de la proteina), con residuos de 
prolina intercalados. 
3) Una regiirn C-terminal muy 
conservada en la evoluci6n, 
acida (residuos glutiunico y as- 
phrtico en su mayoria). 
Duante la evolucion, en la eu- 
bacterias ha habido una translo- 
cation del extremo globular N- 
terminal a la zona C-terminal, 
dejando a la zona bisagra que 
en eucariotas se encuentra en la 
C-terminal en su parte N- 
terminal (Eig.2) (1 5). 
En eucariontes, L12 esta repre- 
sentada p r  dos proteinas desig- 
nadas genericamente tipos I y n. 
Las proteinas de t i p  I tienen un 
extremo N-terminal un poco 
mas corto que las de tip0 II. La 
similitud entre ambos tipos es 
del25 % aproximadamente(l6). 
La proteina L12 de Archaebac- 
terias es codificada por un solo 
gen como en eubacterias per0 se 
alinea ficilmente con las protei- 
nas eucariontes. Esta proteina 
archaebacteriana se parece a las 
de tip0 I (14). 
En algunos eucariontes infe- 
rimes como la levadura, existen 
dos genes de tip0 I y dos genes 
de t i p  II (16). En 10s euca- 
riontes superiores y en artropo- 
dm se conoce un solo gen fun- 
cional de t i p  I (proteina desig- 
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FIGURA 2- Esquema de las proteinus L12 (P2) en E.coli y en 
Euc~riontes. Tomado de LiIjas y Steitz. 
nada P2) y uno de tip0 I1 
(proteina designada PI). 
En base a la homologia que 
presentan 10s genes duplicados 
(55%), la duplication del gen 
tipo I y del gen tipo 11 parece ser 
reciente. En cambio, la dupli- 
caci6n del gen ancestral que ori- 
gin0 10s genes t i p  I y t i p  11 es 
muy antigua, quiz& anterior a la 
separacidn de 10s reinos. Luego 
10s linajes de l a .  eubacterias y 
las archaebacterias perdieron el 
gen de tip0 11 y solo retuvieron 
el tipo I (17). Este gen seria 
entonces el que sufrio rearreglos 
durante la evolucibn eubacte- 
riana y dichos eventos ocu- 
rrieron probablementr; &qw% 
de la divergencia entre eubacte- 
rias y archaebactelias euca- 
riontes. El extremo C-terminal 
conservado en el linaje 
archaebacterias-eucariontes no 
se encuentra colzservado eubac- 
terias y su funcion a h  no se ha 
determinado con exactitud. 
Una sola copia de esta proteina 
form parte del complejo 1:4 
que se ensambla en el pedbculo 
de la subunidad mayor del ribo- 
soma, tanto en eubacterias como 
en archaebacterias y euca- 
riontes. En todos 10s organismos 
esta cdiflcada par ua gen 
Prmnta la ~ g i b n  C-tednal especies de archaebacterias, la 
~aracteristica de esta proteinas sirnilitud de secuencia entre L10 y 
precedida Par la regi&n bimgra L12 se extiende unos 70 
rica en alaninas (6-13). amindcidos desde el extreme C- 
Figura 3- Earqwiema qee maestr8 Ia rdacirn ~volu;t%va g es~m&id lentre h~ pr9teiaas P en 
9 u b ~ b  & ~ ~ e ; b a d & r h  y @ v ~ a d ~ & h  
afinidhd pr Saa rib-S. A 
p i d r  de estos haIlqps sic: ha 
propuesto q w  la f ~ s f ~ r a a ~ f b n  
p W f  ser indi&-ic pam h 
btegacibn 4e egbs p r a t b  4 
ribmma 
Si bien Ta fodotiIa&6n Era skb 
ba~IcJptfL 6 -  lveuios €?rpd9zlizm 
e m s  A.saI.ina, 5: cwwisbv A 
~ D W ~ ~ ~ C W S *  H, ~gr'a~ EB&
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penetration activa y otros tipos 
celdares por un evento dirigido 
por el parbito (2 1). 
Amastigotes: es la forma no 
flagelada, de localizacion 
intracelular en vacuolas acidicas 
y replicativa en el citoplasma del 
hospedador. 
En base a distintos estudios 
realizados como por ejemplo: 
Zimodernas (caracterizacion de 
perfiles isoenzimaticos), 
Ezquizodemas ( fingerprinting 
de minicirculos), patogenicidad 
en ratones, etc, se ha descripto 
que poblaciones naturales de 
T . cruzi presentan una 
composicion heterogbnea (22). 
Algunas de las cepas de 
laboratorio mas comunes son Y, 
RA, Tulahuen, Maracay y la 
recientemente denominada CL 
Brener que es la cepa elegida 
para el proyecto genoma de 
Tcruzi 
reversible (23). 
-Pase cr6nica: La mayor parte de 
la pobIaci6n cronicamente 
infectada no presenta evidencias 
discernibles de enfermedad; solo 
un porcentaje de hasta un 30% 
dependiendo de la region 
desarrolla a1 cab0 de 10,20 o miis 
aiios, sintomas ylo signos de daiio 
visceral. Esto es lo que se 
denomina enfermedad de Chagas 
cronica, cuya manifestation 
clinica mas fiecuente en 
Argentina es m a  cardiopatia (24). 
En la cardiopatia chagasica 
criinica, desde 10s estadios 
iniciales hasta 10s cuadros 
terrninales, se detectan focos 
inflamatorios activos, 10s que 
podrian desempeiiar un rol 
preponderante en la destrucci6n 
lenta y progresiva del miocardio. 
Sin embargo, el escaso n h e r o  
de parhsitos y el t i p  de cklulas 
halladas en 10s infiltrados de las 
La enfermedad de Chagas se 
desarrolla en dos fases: 
-Fase aguda: El period0 agudo 
es en general asintornatico, se 
estima que mas del 90 % de lo 
individuos infectados pasa a la 
fase cr6nica sin advertirlo (23). 
El conjunto de signos clinicos 
que caracterizan la fase aguda 
comprende: fiebre, parasitemia 
detectable, linfoadenopatia, 
hepatoesplenomegalia, vomitos, 
diarrea y especialmente 10s 
signos de puerta de entrada, 
como el ojo de Romaiia. En un 
bajo nurnero de casos (1-5 %) se 
observa la aparicion de una 
miocarditis, generalmente 
lesiones cronicas han llevado a 
proponer que la patologia 
chagasica cronica se desencadena 
como consecuencia de un proceso 
autoinmune (24). 
Este fendmeno autoinmune sigue 
siendo hoy en dia tema de debate. 
Por un lado se ha propuesto que 
10s parasites causan un 
desequilibrio en la regulacicin del 
sistema inrnune, promoviendo la 
expansion policlonal de linfocitos 
B con consiguiente production de 
autoanticuerpos naturales. 
Por otro lado, se explica el origen 
la autoinmunidad a travCs de un 
proceso del mimetismo molecular 
Las proteinas ribosomales P 
humanas son antigenos en Lupus 
Eritematoso Sistt5mico (LES) 
(26). El 12 % de pacientes con 
LES, que incluye una 
subpoblacidn con 
manifestaciones de psicosis, 
compromiso muscular y 
cardiaco, presenta 
autoanticuerpos anti-P. 
La reactividad anti-P de estos 
sueros estaba dirigida hacia un 
epitope constituido por 10s 11 
residuos C-terminales de las 
proteinas P (26,27). 
El suer0 de pacientes chagbicos 
cr6nicos presenta un elevado 
titulo de anticuerpos contra 
proteinas parasitarias intracelu- 
lares. Se han descripto 
anticuerpos contra proteinas 
flagelares, proteinas de 
citoesqueleto y citoplasmaticas 
(28). En particular, 10s enfermos 
chaghicos cronicos con 
cardiopatia se caracterizan por 
tener un alto nivel de anticuerpos 
contra las proteinas ribosomales 
P del parbito y esta reactividad 
anti P podria estar relacionada 
con las ya mencionadas 
caracteristicas autoinmune de las 
lesiones cardiacas chagkicas. 
En nuestro laboratorio, se rastreo 
una biblioteca de ADNc de 
expresion del parikito con estos 
sueros y se aislo el recombinante 
JL5, entre otros. 
La identificacion de la secuencia 
de JL5 demostrd que se trataba de 
m a  proteina ribosomal P del 
parbito y confirmo la 
2 conservacion del autoepitope 
lupico (29,30,3 1) 
La naturaleza autoreactiva de 10s 
anticuerpos dirigidos hacia la 
region C-terminal de la proteina 
P de T m i ,  &e bmastfad~ en 
expiegcias de Westma Mot GOD 
exbwtos dt;. sib~wmos b u m s ,  
y eon pmtha de fu%idn baa- 
gdirctasi&sa--pris-thw F il y P2 
I r u n m .  
p~tkit0, ~ ~ ~ G ~ T u ~ P T E % ~ ~ s  
bPdirneasiomb@ y posttriar 
Westgm bld, indicmdra qm el 
skbm P de T.c;?UZi e8 una de 105 
wmplejus dewriptca hmda 
-(31). 
En la fiwa 4, se obswan 
alrededor de 10 pte -  P de 
baj jo rn~lecarla~ 
idmiifi& axno tales por su 
m~ci6n con l a  a a t i ~ ~ c y s  
1 modelo mas estudikdo - T&&6r3 poh~k$wbni~8. 
p&cmemte s el I - K-DNA mitmmd fitma de im 
 ae ABN mi mu@= 
qu% se w-1, 
- Edteibn der ARN (RNA Bditing). 
- Mini m nk9laIes en 
eti-0 
- Aka pla&ieiW 46 cdgtipo. 
- Anffpw am rqwficims. 
- afi60- (lhia m M m 0  que 
e a m m r n a h  l a  t?n&ms 
glimlitim) 
- N ~ l & ~ d w  m d f i g a d ~ ~  en el 
m N w .  
Los genes eu&ats se mganJmn 
de tm mdo .difBmrrte que en la$ 
OT@%~SZXIQ~ p~&~&lS. 
Se wpoda. .que d GonpepiEo de 
operdn, organizaeib~ y eqrdi3n 
de v d a s  gems r e i a ~ i d ~ g  bajo 
la, diretxibfi de recum~ias 
rewlatori& comess  se splice 
en eucariontes y 109 ARNm 
pa1Seistrcinicos nul se a b s m  en 
e*5 m@smm. 
Este no a d e m  &el wden de $as 
kinehp14stihs. 
Muohos sa enwmtran, 
m ~ o s  en tandem (GADPH, 
Cstlmdtrlina, TUbulinq 
Ub;iquiti.na, Ht3P70, A i n q  
P;ARP) [33-36), s e p d u s  g ~ r  
14e#o~&s inter*cas muy Q~Ttth;5 
que, se suplone, c m a  de; seMers 
p a  hici@~t6fl d@ 12x 
transcripciQn. Miis a h *  muchm 
genes, apamnbm~ntq no 
r e l a c i o ~ s  e m  si s ;er&m 
ck esta Eoms cmmpacta y tambib 
wrmda;n cb e m  sdkile-s. En 
reali-dad+ se sabe qrw eston 
orgaaimos Forma uniuer; 
trmcripciusnalm muy latgw 
uri-llziin& u~l. f i e o  pro-maEor 
ubicadO gd principio de &ha 
miW frmwibimdo ARN9 
pfaemora poUoi&r6aicios d@ 
@an lan&hd (39). Par a&% prte, 
t ~ d m  10s $ezJa ~ o ~ M ~ Q s .  y 
a.studMosi mrw&n de irrtr~n- 
esto h a ~ e  suponer que cob 4 
p m a  nmlear tie esba pa&sites 
caecc de intrones. 
Dado quc IQS fibomma 
euw~icmntes no saa capaces de 
r@c.mocer sifios interns &UG de 
h i e b  de 'tradnwi6n a ~ s t 6 s  ARN 
poligstr6nicos9 d JUW 
m n a j a ~  madmu se f o m  ,par 
tm rnecwii~srno abs02W~t-e 
~WB&SQ: Trang-spkiag, (38) 
Dmmte el tsttdio & la 
wiaei6n d w c a  en T.bmmi> 
se enmnbo qzle t d m  10s. 
measajaros de VSGs [Y&m% 
Sudiace ~GEcoprotein) tenim u9a 
wczren&a 3ider mm6n rszl d 
.ez&rbmo 5" qua no lac enm-nfmba 
co&ficada en el g m  
Pa8tjefionnmte Be ~b~em6 que 
wta ~ u e a c i a  @stab& pesexltce em 
tadus 109 ARNm donadog da 
&stin& pfotainm. s~wenei~d 
SG dascsibi6 en ulz pk~iplo G Q ~  
ma Iun@tad d43 33 nml&tirSas 
( a h ~ r ~  I& sabe qtte tiem 39 
awle6tidos, vex w adelante). 
B a m ~ q d  y Crm & &era d 
mrnbre de ""Mi~abm en 1986- 
E& mhidna tmbi& conwid10 
wmQ SL (Spliced Le~dm)~ esta 
codit%ado por UB d n  w p d a  
q u ~  ~e me a la mwsajeros por 
ma teacdbn . H%y 
isiprnxhadmm~ 280 mpis de 
5% a r d w  m "elwtm'' en 61 
ggnlgxnag c& SL, fama par& dle; 
ma s ~ e u e a  de 2.35 ICb qw e t a  
re@@tida et3 tmdm La uniW & 
1.35 Kb dene mmemach 
enW? ha &&tindus k i m ~ o f l ~ b ,  
wn Xa w@epib $01 SL e9 si 
zBh3IRy1 qme e mts- 
altaaent~ ~o.n~wado~ El tmi~ia 
kmswipta detectable de csta 
unidad e% un AIW de 140 
nde6tidm qw llem d SL, en el 
~ ~ M O  5"3% )! ~ ~ ~ ? - i ~ ' b  
$6 conme ~cufna rrr1:dWA 
(mfrr ia~I l  d&=d M A )  y 8W Se 
 mute d es t r w c r i ~  par AlW 
polirnerm H o m. Sn tasa de 
wxmbio a auy &ilsediedor 
de 4 mk~utos LN Wt.3) f39j. 
Dandlson, en 1986, hu6tro  
qrte tdw bs MILT madmas $e 
k-ht%tio~f&S~&~ li vdn i3$3ti% 
sec~encia liderr Bhdiose en tla 
RMWQ €k b&.l~&$n ]tN mmo 
wn~cido m m  "h$Md arrested 
translationf', en el 4 strib6 un 
oLipnu~l&l& antisentido dal! 
SL y AW memqjmo p m i f i d  
Bsl dkthtas ki.ntt:~.plbtId.os, 
oherttb que no se as&cia 
nktgpm prote-ina (4Q Mentms 
c p m d ~ o I e n ~ ~ r m ~ e  
qregak el SL antisentido, let 
trsrducc;ih em normal. 
Par d &miao Tmm~splicrin@;, 
entoam se eatiende Ia 
madmcib de A W  pre~1lr6a~es 
p l i ~ b d & m  a traves de la 
union & trmriflos 
i m k t p b i , ~ ~  en ma mcd6n 
b.imoIec=Ular que promueve la 
a p ~ f  parte del 
mmajem m d m  de ma 
secamia lid@ dR. 39 base. 
En transai* $el SL pxleck sf% 
dividido en d domidos 
findwales ssep~radog par el 
consm~~o &1. sitio dador de 
splicing: el damlnia 5'que 
m ~ m e  al SL a d e 1 5 n  y el 
dambia 33- es miable en 
longicud. 
J32ffaafR-. ili dmmibrt de Tram- 
@icing s pmdwe d ~livaje a 
el &i~ da&tr 5'*1 a, $cs 
una tmw-e.steriWctrci6a del 
f~shfa 5" del rkhintrbn de 100 
bases en ma mi611 Fo$&&c~t@r 
2'-5" meando ma m&gmmibn 
&E ARN eia fama de Y. La 
~ubse~uente ~~&12~rificm~i61;r 
mn e$ gmp 1033 3"dd SL, enn el 
s&io itc: splicing 3', libcra la 
astnrctum en P mmpletmdo k 
rcmciin (vgr hgam 5 )  (38). Es% 
elstnlcw en Y se mame c m a  
sitia & bifurcaci&n 
(branchpint). 
El armada del Spliau9oma 
M e r e  del e~nocidk pafa la 
rme:idn & cis*spwg. 
Ea primer tkmina la 
ribsnuc'Ineoprdteina U1, qm se 
me J Wof 5;'m ei~-splici;q$, no 
se ha e4mantxdo en 
tripnosoma. T m p c o  sic ha 
enoen~ado U5 , qm recome el 
i t ia  3'de ci~-spficing. Si se ham 
i&tiDca& U2* U4 y Ud, wa h 
fliutic;d&W qw a u2 le: fdta el 
side de re~eno~imbzato $el 
b c h  site y el stern loop [38]. 
Sin ~fn?mrga~ Bmik y 8teit-z 
demosmaa m 19W que el SL 
p d h  d t u i r  a la prtbh U1 
en ron si*m IM Y-rl"RO & cig- 
splicing m d m ,  quiz& $;%hido 
a ma astruiebm secwdarie 
shilar9 a psta & Za diapwidwl 
ca las swxzmshs (4 1). 
La wmnci& & U5 quiz& sa' 
jmtifique p r  la t , M a ~ i h  de. 
que en Trms-spli&g no hay tm 
hico acepat 33hn  v a r i ~  
dentro de eierta distancia la 
iMcjacibtr da la tsgduwih 
Otra fenbrnenn ma;shdo es eiel de 
trmsi~ppiw debids a p e  es el 
SL el que lhva 1% r n m  C M  
5' y la t d e r e  jlmto con el en 
dtarmte 1s rm~cibn de Trstns- 
$pUc,@. 
Esta @tnWwa de CAP e& mwy 
1 en mariontes a 
in~aEwra las 4 primer@ b s  
del SL; -6~1 par la ad en 
printi-pio s lo d&b$ .con ma 
langitud de 35 b m  &do que 
18s 4 primeras se e~~)zren.trgg. 
altmnentrz modifimds. 
Lsz e@mohra & CAP es la 
%@pien*: 
En 1990, M h a  Agihbian 
&ernuet&=a que la inhibieih & la 
mtilaciiln .anula el mwmimo 
de Trm1=!3plici~ a1 
impibilitw la f~rmwibn de L 
atmctuxa CAP (42jC 
El mzxmirno de Tram-Spielking 
c w l e  mi m papid h & e a  
ear el proees&en@ d~ ARN 
policistrbnieoa en ARHm 
m d r n ~ ~ .  Lts c3za'rna 
em-ibn de la seewmch del 
SJ; se p&ia exp3mr tmimdu en 
GWfidi3 *@ ~m* k hd& 
de 01; sin ei%bw@, ~ 1 -  de a& 
eqlim corn se okienm ~ h 1 e s  
tan difemtes a WE"$ de ,ARNm 
m d m s m * g m & * ~ s e  
tiamaibn &ntm de una mima 
urnidad lmnwxi@W a partir de 
UXl fsism0 WMOhW. 
Bto U@VQ a propomr qw la 
r%o~jhn de r"~t%~s-s@kblg 
invslusrdm h b k ~  a l e  
r n e c b a ~  iIe mntrol sabre la6 
Gwles f i e 9  de ARbh, es && 
m mecitnim~ po* 
am&@nmP. 
D-os gmps bab@ar@n 
im,B@~ndi.e:~tm.etrW sobre esta 
ide9,dpqm&~ytlnn~irth~el 
&Np de S r f q 3 h  Beverly (43,M) 
ET gwp de WM demuestm en 
1992 qm dicho mwsu4isma de 
regulaci6~ pos~-.tram~dpiond 
ejedtb por d ~fzsWsp1icbg 
cxiste. Este p p o  e~tudia Ias 
regme5 inter@ms de 10s gwzs 
tubdim. Una sraa iater&a en 
 kin^^^^ k l W 3 ~ ~  2 ~ W S  
dx: s~Wes: Ia rsehl de 
pli*ailwi&n (myq cox&ens~ 
m se c.moe) para el antesiar 
Scanning 3'5' 
Clivaje 
El grwhro & Beverly publi~a en 
1983 lm trahjo en el em1 
dmuwQ8 q m  d Tmm8plicing 
wl encmntm w~flada a la 
p s l W e ~ 2 ~ i h  b*dose en la 
groSmi&d de -bas sdiX&s 
deatro v.te la. zam inteqg6nica y en, 
l a f i s l t a & u m w i ~ a ~ d e  
p g l . ~ ~ ~ n .  
Ellos obswan QU~B d m h o  
y la rqplacibn da; lm fa&mm 
& procl~sa3niento de! m m  que 
ocmen ea la;s rbgiama 
intm&Prioas de 10s gmlic5strone.g w 
d (ietcminante pri&o de la 
regdacitba la ~-qxes;i&. Esta 
contra& my? 1Zt wyoria de 10s 
o r g d - w  amriatss esf3 cS&e la 
irW:~ia~ida et % traaseripfi es el 
principal datennhmte (44) 
el sith de ;po,fi&~~~&h a 
det-0 prlrts szml1 de Tram+ 
Splicbg &ti gm$t5riorQ e- 
q* o c m  1uq$o dd rn&& dd
splio~ro~om8 y a &awes & un 
mming 3L-5, El G a r b  p m  
fpliwk se @um*o de 
ciatas. ''ventiwxt~~ prdidw, 
~~ P T  f e ~ ~ ~ 8  &E#S $XI 
(T)&%. D& @3?8 bl'El& U W  90h 
sad m la re@bri btagtni~t 
cantrob el Timw-8p~y;:hg y la 
FI~iix3,deniIaci&n y mgda I,@@ 
ni~p1i~s;s finales du: AENm 
~(mwmi~m pst-btwxligxid) 
(44)" 
- C d s t e n  Cis y Z"rm-s@* 
- %lo nn 15: - ZQ% & tos W m  
ut- d Tm-.~pli&g, 
- Timm112 &ips de SL: SL1 y SL2 
I No - t iem bomol,@a COB el SL 
de t z i ~ ~ r n & s .  
- Jak8 Un miS~19! tr%c&@O 
pu* h&m Cis 57 Tmpfic ing  
- Basem tda l#s U r n  (Ul, 
w, MI us, U6) 
- Sl.2 ts usdo sob eumda hay 
&ww@wiba pliciabniw. 
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Los tripanosomas, en general, no 
se rigen por las mismas reglas que 
controlan la expresion gdnica en 
el resto de 10s eucariontes. Un 
ejemplo de ello es el mecanismo 
de Trans-Splicing explicado mas 
arriba. Otros provienen del 
estudio del mecanismo de la 
variacion antigtnica en el 
tripanosoma africano (2'. brucei). 
La habilidad que tienen 10s 
tripanosornas africanos para 
sobrevivir y replicarse en el 
torrente sanguine0 de 10s 
mamiferos se debe a su cubierta 
de Glicoproteinas Variables de 
Superficie (VSG), las cuales, 
como su nombre lo indica, son 
capaces de variar 
antigtnicamente, perrnititndole a1 
parhito evadir la respuesta 
inmune del hospedador. La 
frecuencia con la cual aparece una 
nueva cubierta de VSGs en 
superficie va desde 1 a lo4 por 
division. Como resultado, las 
infecciones muestran picos 
sucesivos de parasitemia, cada 
uno correspondiente a en 
tripanosomas con distinto 
antigen0 VSG no enfrentado 
previamente por el sistema 
inmune (46). 
El tripanosoma prociclico que 
vive en el insect0 vector no 
expresa genes de VSG; en lugar 
de ello, produce cantidades 
abundantes de una proteina 
invariable que recubre la 
superficie. Esta proteina a 
recibido dos nombres, Prociclina 
o PARP (por Proteina Acida 
Repetitiva de Prociclicos). 
Cuando el prociclico se convierte 
a la forrna infectiva, se deja de 
expresar rapidamente PARP y se 
exiresa un iepertorio limitado de 
14 tipos diferentes de VSGs, entre 
mas de 1000 posibles, para 
preparar la entrada a1 hospedador 
mamifero. 
El mecanismo por el cual se 
logra el "switch"' de la expresion 
de distintos genes VSG es muy 
complejo, a la vez que no del todo 
bien entendido, y no se 
profundizarii m b  en esta 
introducci6n (46). 
La expresi6n de 10s genes VSG 
es telomCrica y forma unidades 
transcripcionales policistr6nicas 
muy largas ( de un promedio de 50 
a 60 Kb). Esta unidad 
transcripcional codifica basta 7 
genes asociados a las VSG 
(conocidos por sus siglas en ingles 
como ESAGs). Los ESAGs son 
genes que codifican proteinas 
invariables, algunos de 10s cuales 
pudieron ser identificados, como 
por ejemplo: una proteina que une 
transferrina e incluso una 
adenilato ciclasa (46,47,48). 
Se ha investigado durante mucho 
tiempo como el tripanosoma logra 
controlar esta expresion estadio 
especifica de VSGs y PARPs. Los 
resultados se vieron demorados 
por la dificultad para identificar 
promotores correspondientes a 
estos genes, dada la naturaleza 
policistrbnica y la gran longitud 
de estas unidades 
transcripcionales. 
Sorpresivamente se encontrb que 
la transcripcion de dichas 
unidades era resistente a1 
tratamiento con a-amanitina, 
droga que como se sabe inhibe a la 
ARN polimerasa 11, enzima 
encargada de la transcripcion de 
10s genes que codifican para 
proteinas. Esta resistencia es 
tipica de ARN polimerasa I, 
enzima que transcribe solo 10s 
ARN ribosomales. Este caso es 
imico dentro de 10s eucariontes. 
Se han planteado para este hecho 
distintas hip6tesis: 
- Que son transcriptos por una 
forma modificada de ARN 
polimerasa I1 
- Que son transcriptos por la 
ARN polimerasa I 
- Que son transcriptos por una 
nueva ARN polimerasa ( A m  
polimerasa IV) 
Cualquiera sea la opcidn 
correcta, este hecho ya marca una 
clara diferenciacidn entre la 
expresibn de estos genes VSG y 
PARP y el resto 10s genes que 
codifican para proteinas. 
Distintas evidencias se han 
mostrado en favor de la 
transcripcion por ARN 
polimerasa 11 modificada (49): 
- Los tripanosomas que realizan 
variacion antigbnica son 10s 
hicos organisrnos conocidos que 
tienen dos genes para ARN 
polimerasa 11 (incluso T. cruzi 
tiene un solo gen). La homologia 
entre estos dos genes es muy alta. 
- La sensibilidad a 1,10 
phenantroline y Mn++ es tipica de 
una ARN polimerasa II. 
Las evidencias en favor de una 
ARN polimerasa I son las 
siguientes: 
- a-amanitina resistencia 
- La resistencia a sarkosyl tambien 
tipica de polimerasa I (50). 
- El mapeo de un promotor en la 
unidad de VSG118 que comgarte 
caracteristicas con promotores de 
n)s& efe& sohe la Yl&ilIAd 
D traifls~rip~iibn de gene$ VSG 
6523. 
- Algums, pro no tmlmF genes 
VSQ 3e ~bsmaron 
wcationtes es d&i& ,a que no es 
cam de agegar m CAP Ym 
AKNm B&B m sria un pl:ablema 
en tripmawmas: debldo a qm e1 
CAP es a g ~ g d a  m tmm con k 
aditsion dr: SL. 
Sin embargo9 aU6 d~ C-1 
sea h fimerasa cpe trammibe 
estas Unidades, se sabe que 10s 
pr~flrwtares de his d u e s  VSG 
y P m  son ounstiWi-vas (531, La 
pregmta es cbmo 1w.a el 
tripmms~m d a p g h  (shut o m  
y encendido tarJ. psipido de ems 
g e m  a1 ambiiar die: atadio, 
d t ~ n a a  tmmfamilnd~se m wl 
c&%II~ -GO. b~ G ~ X E O S  
tstm amerxtes y dqa d- bcirgm 
ej tdch d~ &&its. Pbr la mt~, la
enefgiet se &time WEO gor 
itbBofi1acMn a dveI de su5f.rato 
@Ee6lisis) que es llevada a calm 
muy cficiemteme~t6' par ana 
~tgmela =pidim& h * c a  en 
10% euadmtes: d g@msoma, (57) 
lCmbe el prdsito gas& d 
inssttr uectar, la: mitmondrig 
recupma m t m d b  y se we1w 
d w z ,  sbWd&x k an@*& a 
Qav6 pmaw de reisphcf6n. 
Sin enibel z10 se ha poddo 
demastrw w e  cds;ta un p~oesu 
de traducaida wtitro; en e-J 
mitmfiw:  no se pudiezm 
i d e ~ ~  Ios y fiihomas* 
aunque sf tie e~~~ontminon l 3 AKN 
1 .  EWQS AKN 
rihs-dle~: se encurrtran galre 
las mb $iwgente& m~widas~ y 
sm much mb dhlcas en 
(9s y 12s) m @ 5  10s & 
B.tx1i (16s p 238 1. 
I3ebidu su atrudma en red, #el 
kDwa ~ i e m  pza n0ved.o~ 
m ~ ~ ~ ] & 3 . 6  L k  F~&~~Gsu~~&TI.  
fgp1iaxi6n acme al. rnismo 
fit&nm qw la division nuclear, 
dumnte ma Ewe S oarta. Los 
rahic~~dw s mcuentran 
csva1enternanf.e etrrados y 
e r n a t w s  m Ia red (fibma 1). 
a'ldmte la fam 9 sm l i h h s  de 
la red psr una tq.ximmerm II* y 
bs rnin;icrhulm libm w rapliem 
en ma e&wWm 9, La p r m ~ e  de
mhki&rnl- qm es* 
"nickedos" , %e van eqgarzichmd~ 
en 18 pefif~ria de h red m 
rfeplhcicia per la accfdn & o@a 
topiwmem. Cm10 el enpiche 
esta mtrbgido a h @,&ria9 la 
~d ell m-qlidbn d m i k  & 
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zonas. La zona central contiene 
minicirculos covalentemente 
cerrados y aim no replicados, y la 
periferia contiene minicirculos 
"nickeados" que ya sufrieron 
replication. Cuando la fase S se 
termina, la red contiene casi 10000 
minicirculos (forma 11). Los 
minicirculos son reparados y 
concatenados fomando dos redes 
iguales que son segregadas durante 
la division celular (58, 59). Se 
desconoce el proposito del 
concatenamiento en red. El 
mecanismo en detalle es mas 
complicado y puede consultarse en 
las citas mencionadas. 
Los maxicirculos corresponden a1 
el genoma mitocondrial de 
eucariontes y 10s minicirculos 
tienen una funci6n desconocida. 
Sin embargo, Benne et al., en 
1986, observaron que si bien 
podian purificar la subunidad III de 
la citocromo oxidasa (COIII) y 
detectar ARWm correspondiente a 
la misma, no podian identificar el 
gen en el kDNA (tampoco existia 
una copia nuclear) . Finalmente, un 
analisis detallado de secuencias de 
maxicirculo, most& una secuencia 
lejanamente parecida a1 gen de 
COIII, las diferencias con respecto 
a1 ARNm clonado se debian 
exclusivamente a la delecibn o 
insercidn de uridinas (U) en el 
ARNm. A este mecanismo se le 
dio el nombre de RNA Editing 
(edicion de ARN). Muchos genes 
codificados en maxicirculo pasan 
por este proceso, y algunos llegan 
a ser editados hasta en un 50%. 
Distintas evidencias muestran que 
el mecanismo procede en 
direccion 3'3' (56), per0 el 
principal problema que 
e&entaron 10s biol6gos 
moleculares era d e t e d a r  cual 
podia ser el templado que dirigia 
esta edicibn, de hecho durante 
mucho tiempo se pens6 que el 
templado no existia. Nancy 
Maizels y Alan Weiner 
escribieron en 1988 en Nature en 
un articulo titulado "En busca del 
templado" (60): "El dogma 
central de la biologia molecular 
ha sobrevivido a tiempos dificiles, 
pero esta adicidn de secuencias 
sitio especifica y no templada 
podria llegar a darle un golpe 
mortal". 
Finalmente, la situacibn se 
resoIvi6 con el descubrimiento en 
1990 & 10s "ARN Guias" 
(gRNAs) (56). Los gRNAs son 
codificados tanto por 10s 
maxicirculos como por 10s 
minicirculos y son 10s encargados 
de guiar la edicion del ARN en 
mitocondrias. En la actualidad 
este mecanismo se encuentra 
ampliamente estudiado y las 
reacciones de edicion se han 
logrado llevar a cabo IN VITRO. 
Todos estos inusuales aspectos de 
la genbtica de 10s tripanosomas 
10s convierten en uno de 10s mas 
divergentes y a la vez fascinantes 
organismos unicelulares dentro 
del reino de 10s Eucatiotas. 
Los objetivos de la presente tesis 
fueron 10s siguientes: 
- Caracterizar la familia de 
proteinas ribosomales P de Tcruzi 
a nivel de organizacion gen~mica 
y analizar la expresibn de 10s 
genes que la componen. 
- Utilizar esta familia g&nica, una 
vez caracterizada, como ejemplo 
para entender aspectos 
moleculares de la organizacion y 
expresibn de genes en el parhito. 
- Anilisis de la organizacion e 
influencia de las secuencias 
repetidas en el genoma y su 
importancia en el desarrollo del 
1 proyecto Genoma de 
Trypanosom cruzi. 
Se utilizo el Metodo de marcacion por cebado a1 azar (random Priming) empleando el kit de 
multiprime DNA labelling system (Amersharn) RPN.1601 YIZ o BPN 1601 YIZ, siguiendo las 
indicaciones de 10s manuales adjuntos. 
Las reacciones de marcado heron realizadas con 25 a 50 ng de ADN en 10 ul de H20, a partir de 
insertos arnplificados por PCR, de insertos electroeluidos de geles de agarosa, o bien de insertos 
incluidos en taquitos de agarosa de bajo punto de fusion. 
Las muestras heron desnaturalizadas a 95-100°C, por 2-5 min y sumergidas de inmediato en hielo. 
De acuerdo a1 deoxinucleotido radiactivo utilizado, dCTP [cxP~~] 3000 Cilmmol, o dATP [ d 2 ]  
3000 Cilmmol, se emplearon distintos kits en las siguientes condiciones: 
Deoxinucleotido radiactivo 
Buffer de reaccionldNTP mix 
Buffer de reaccibn 
dCTP - dGTP - dTTP fiios 
Random hexamers1BSA 
H20 csp 25150 ul 
cINTP a~~~ 10 uCi/ul 
Klenow 1 U/ul 
dATP a~~~ (5pl) dCTP aP32 (5~1) 
- 5-10 pl 
2,515 p1 
214 p1 clu - 
2,515 p1 2,515 pl 
x PI x ~1 
2,515 p1 2,5-5 p1 
2 2 ~1 
Los componentes se mezclaron por spin down y la reaccion se dejo no menos de 5 hs a temperatura 
ambiente. Concluida la reaccion de marcado se agrego 5 ul de ADN carrier, un vol de 4M AcoNH, 
pH: 4.5 y 4 vol de Etanol absoluto. Se dejo 15 minutos a -70°C. Se calento el tubo a 37OC por 2 min, 
para resuspender 10s nucleotidos libres que pudieron haber precipitado. 
La muestra se centrifuge a 12000 rpm en microcentrihga durante 15 min. El pellet se lavo 
en 0,5 ml de una soluciirn de 0,67 N AcONH,, 67 % de etanol, a temp. amb., por centrihgacion. Se 
seco a1 vacio, se estimo la marca con contador Geiger. La sonda se resuspendio en 100-200 ul de 
buffer y se desnaturalizo a 95-100°C por 5 min, inmediatamente antes de ser usada. 
En 10s casos de sondas preparadas a partir de agarosa de bajo punto de fusion, se torno el taco de 
agarosa, con aprox. 250 ng del fragment0 a marcar, el cual f ie  transferido a un tub0 Eppendorf. Se agrego 
3ml H20 por gramo de agarosa. 
Se hirvid durante 7 min para fundir la agarosa y desnaturalizar el ADN. La muestra h e  alicuotada 
en fracciones de 25 p1, con 25-50 ng de ADN por fiaccion que se conservo a -20°C. Cada fraccion fie 
descongelada una sola vez; fue calentada a 100°C por 1 min, transferida a un baiio de 37°C por 10 min y 
marcada s e w  el procedimiento recikn descripto. 
2. RASTREO INNUNOLOGICO DE LAS BIBLIOTECAS EN hgtll. 
Preparacidn de bacterias E. coli RY1090 para infeccidn con hgtll. 
Se inoculo una colonia aislada de E.coli RY 1090 en 100 ml de LB, 50 uglml ampicilina, 0,2% maltosa y se 
incubo durante la noche a 37°C con agitacion. Las bacterias se cosecharon por centrifbgacion a 4000 rpm 
durante 5 min a 4"C, y se resuspendieron en 0,4 vol de MgSO, 10 rnM estkril y helado. 
Las bacterias preparadas se conservaron a 4°C por no mas de 15 dias. 
Plaqueo de la biblioteca de hgtll en E. coli RY 1090 
Aproximadamente 4. lo4 uf@ en 100 ul de SM se mezclaron con 600 ul de bacterias competentes (ver paso 
anterior) y se incubaron durante 20 rnin a 37°C. A continuacion se mezclaron con 3,5 ml de LB-topagarosa 
fhdido a 48"C, se homogeneizaron y vertieron sobre cajas de Petri conteniendo LB-ampicilina previamente 
mantenidas a 42°C. 
Se incubo a 42°C hasta que las playas de lisis fueron claramente visibles (alrededor de 3 hs). 
Transferencia de las proteinas de fusidn producidas por 10s fagos recombinantes a nitrocelulosa 
Se coloco sobre laa placas liticas un disco de nitroceluloaa (Schleicher and Schuell BA85) o Hybond C 
(Amersharn), previamente embebido en una solucion de IPTG 10 rnM y secado sobre papel de filtro (se 
puso en contacto con 10s fagos la cara del disco que no estuvo en contacto con el papel). 
La posicion del filtro de nitrocelulosa se marc6 con una a p j a  o alfiler embebido en tinta china, atravesando 
el filtro y el agar. Se hicieron tres marcas asimeticas de uno, dos y tres puntos. 
Las cajas de Petri con la nitrocelulosa se incubaron invertidas durante 2 hs a 37°C. 
A continuacion se retiraron 10s discos de nitrocelulosa cuidadosamente, y se 10s lavo durante 10 min con 
TBS. En el caso de requerir una replica, se volvio a colocar un nuevo filtro con LPTG y se incubo durante 
otras 3 hs a 37°C. 
* El IPTG actiia por desrepresion de la transcription a partir del promotor P Lac de hgtll a1 unirse a1 
represor lac, por consiguiente se produce la sintesis de las proteinas de fusion P-galactosidasa-ADNc de 
Xcruzi. Las proteinas de fusion liberadas por la lisis bacteriana son adsorbidas a la nitrocelulosa. 
Deteccibn de las proteinas con anticuerpos. 
Las proteinas transferidas a nitrocelulosa se detectaron, en todos 10s casos, siguiendo las indicaciones de 
10s fabricantes del kit Vecta Stain ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA,USA). 
Bloqueo e incubacibn con el suero 
Para evitar la union inespecifica de 10s anticuerpos a la nitrocelulosa, el filtro se coloco en solucion de 
bloqueo (SB: 2% glicina, 4% leche descremada (Molico), en TBS), durante 20 min como minimo. 
Se retiro la solucion anterior y se incubo con el suero, previamente diluido 1:1000 - 1:2000, en SB 
conteniendo 0,05% de Tween 20, 5% de lisado de E.coli RY1089 lisogenica para kgtll wt, 0,05% Tween 
20, 1 rnM PMSF, 0,O 1 % azida. 
La incubacion se realizo a temp. amb. con agitacion, por 3 hs o durante la noche, o a 4"C, durante la noche 
cuando se requirio recuperar la dilucion del suero. 
Los anticuerpos no unidos se eliminaron con 3 lavados de 5 min en TBS-TW. 
Se agrego el segundo anticuerpo (anti-IgG hurnana total, biotinilado, preparado en cabra (kit ABC Vecta 
Stain, Vector Laboratories, Rurlingame, CA, USA)), diluido 1:200 en SB-TW y se incubo por 45 min. 
Luego de 3 lavados de 5 min en TBS-TW, se coloco el complejo avidina-biotina-peroxidasa, (preparado 30 
min antes como sugieren 10s fabricantes: 2 gotas de A (avidina DH) + 2 gotas de B (peroxidasa biotinilada) 
en 10 ml de TBS) y se incubo por 45 min m b .  El exceso de complejo se elimino con 3 lavados de 3 min en 
TBS. 
Revelado inmunoenzimaitico de la unibn proteina de fusibn-IgG de suero-anti IgG biotinilada-avidina- 
peroxidasa biotinilada. 
Para el revelado, se agregaron 15 mg de 4-cloro-1-naftol (Merck, Darmstadt, Germany) disueltos en 5 ml 
de metanol frio y 8 ul de H20, 30 % a 20 ml de 50 mM Tris-HC1 pH: 6.8. Esta solucion se volco 
inrnediatamente sobre el filtro y se incubo en la oscuridad hasta la aparicion de las seiiales (5 a 15 min). 
La reaccion se detuvo lavando el filtro con H20 
Para la deteccion de proteinas utilizando anticuerpos inmuno-purificados se siguio el protocolo 
descripto sin diluir la solucion de anticuerpos. 
(I)  Tadas las incubaciones y lavados se efectuaron a temperatura ambiente y con agitacion, adaptando 10s 
15 
volumenes de cada reactivo a1 numero y tamaiio de loa filtros, de mod0 de mantenerlos siempre cubiertos y 
sin superponerse entre si. 
3. HIBRIDIZACIONES RADIACTIVAS 
Condiciones de hibridizacibn. 
Los filtros heron colocados dentro de bolsas de polietileno selladas. Por cada cm2 de filtro Hybond 
N+ o nitrocelulosa se utilizo 0,05 ml de solucion de hibridizacion. En casos de rastreo con filtros redondos 
se colocaron varios en una misma bolsa. Se us6 1 ml de solucion de hibridizacion por filtro de 9 nrn de 
diametro, mhs 2 ml adicionales por bolsa; o bien 3 ml por filtro de 15 mm de diametro mas 5 ml adicionales 
por bolsa. 
Generalmente, las hibridizaciones se llevaron a cab0 en condiciones de alta rigurosidad segh  se detalla a 
continuation. 
Hibridizacibn con Formamida: 
Se prehibridizo por dos hs a 42 "C en una solucion conteniendo SSC 5x, formamida 50%, Denhardt's 5x, 
EDTA 5 mM, PO,H,Na 50 rnN pH 6,5 y ADN de timo de ternero 250 pg/ml precalentado a 100°C durante 5 
min. 
En las experiencia de Northern blot, la solucion de prehibridizacion incluyo Formamida 50%, Sulfato de 
Dextrano lo%., NaCl lM, SDS 1%, Denhardt s 5x, ADN de timo de ternero 100 pgml precalentado a 100°C 
por 5 min. 
La sonda (AC~.ES~ .  10'- 10' cpdug ADN) se agrego desnaturalizada (100°C por 5 min) a 0,5-1.1 o6 cpm/ml de 
solucion de hibridizacion. 
Se hibridizo a 42"C, con agitation lenta, durante la noche. 
Hibridizacibn raipida: 
En algunas experiencias se us6 la mezcla de hibridizacion rapida, rapid hybridization system de la firma 
Arnersham (UK). La prehibridizacion se llevo a cab0 a 65°C durante 15 min, luego se inyecto la sonda 
radioactiva, desnaturalizada a 100°C por 5 rnin. La hibridizacion se realizo a la misma temperatura durante 
2 hs. 
Condiciones de lavado: 
Generalmente, se realizaron dos lavados a temp. amb. durante 30 min en 2x SSC/0,2% SDS. 
Dos lavados a 67°C durante 30 min en 0,2x SSC/0,2% SDS. En casos donde se obtuvo una seiial fuerte 
(>I00 cps) se realizaron lavados adicionales en 0,lx SSC/0,2% SDS hasta 67°C. 
DespuCs de cada lavado 10s filtros se monitorearon con un contador Geiger hasta obtener una relacion 
sefial-ruido de fondo diferenciable. 
Los filtros se expusieron sobre peliculas AGFA-GEVAERT Curix RPl con pantalla intensificadora, a - 
70°C, por tiempo variable de acuerdo a la marca retenida. 
Purificacidn de un clon positivo. 
Extraccidn de fagos con seiial positiva. 
Siguiendo las marcas del filtro, se ubico la zona correspondiente a1 fago con seiiaI positiva en el rastreo 
inrnunologico. Es util hacer un calco del filtro en papel transparente para luego, sobre un transiluminador 
ubicar las playas de lisis de la zona correspondiente a la sefial positiva que se pueda extraer con una pipeta 
Pasteur de diametro grueso, o con una pipeta automatica cuyo con0 se ha cortado para que tenga un 
d ihe t ro  mayor. El fragment0 de agar con las placas de lisis, se aspira y se resuspende en 1 mi de SN con 
30 ul de cloroformo, y se deja eluyendo por lo menos una noche antes del rastreo siguiente. 
Rastreos sucesivos: purificacidn de fagos con seiial positiva. 
Para purificar el fago recombinante positivo, se repite el rastreo inmunol6gico con 10s fagos extraidos de 
la zona correspondiente a la seiial positiva, a una densidad de ufp por caja de Petri menor. Los fagos que a 
su vez produzcan una sefial positiva se vuelven a rastrear, y el procedimiento se repite respetando las 
cantidades de ufp por caja de Petri que se indican a continuacion. Cuando en dos rastreos sucesivos 
(generalmente el cuarto y el quinto), todos 10s fagos producen una sefial positiva, se considera purificado, 
el fago puede ser amplificado para su posterior caracterizacion. 
Placa grande 15 cm 
Amplificacidn de 10s fagos: 
Placa chica 9 cm 
Pam owner urn mspensibn de fagos de aproximadamente 10'' ufplml, se infernon 200 ul de bacterias E. 
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coli Y1090 preparadas como se detalla mas adelante con 10 ul de la dilucion de fagos del ultimo rastreo 
(aprox. lo6 ufplml). Luego de 20 min a 37°C se mezclaron con 3 ml de top-agarosa (previamente fundida y 
mantenida a 50°C ) y se sembraron en una placa de Petri (96 mm) de LB-agar-amp. Esta se coloco a 42°C 
A1 cab0 de 4 hs se observo el crecimiento a confluencia de 10s fagos. Se agregaron 5 ml de SM por placa y 
se incubo durante toda la noche a 4°C. A1 dia siguiente se paso la suspension de fagos a un tubo de 
polipropileno. Los fagos remanentes se colectaron en 2 ml de SM que se agregaron a la preparacion anterior. 
Se agrego clorofonno (3% final) y se dejo agitando suavemente durante 15 min a temp. amb.. Las bacterias 
no infectadas y 10s restos celulares se separaron por centrifugation a 3000g x 10 min a 4OC. Se colect6 el 
sobrenadante, se agrego cloroformo (0,3% final) y se mantuvo a 4°C. 
El titulo del sobrenadante obtenido fue de aproximadamente 101° lo'* ufjiml. 
Escici6n in vivo de pBS SK' de AZAPII 
Se usa la cepa JM109 que es RecA-. 
Mezclar 200 pl de JIM109 @0600=1) + 100 1.11 Z A P  (10' ufp) o 10 pl UAP (lo8 @) + 20 pl 
Helper R408 (1,5.1011 ufplml). Colocar todo en un tubo falcon de 50 ml. 
Incubar 15 min. a 37°C 
Agregar 5 ml de 2x YT 
Continuar la incubacion 4 Hs mas a 37 OC con agitacion. 
Incubar la mezcla a 70°C por 20 min para inactivar a UAP y matar a las bacterias. 
Centrifbgar a lOOOg 5 min. 
Pasar el sobrenadante a un tubo esteril (contiene a1 fago fl helper y a fl con pBS) 
Mezclar 200 pl de JM109 + 200 p1 de fago fl. 
Incubar 15 min a 37°C 
Plaquear sin diluir y una dilucion de lo5 para probar. 
Si el numero de colonias es adecuado, picar y crecer toda la noche en LB o SOB a 37OC 
5. PREPARACIONES DE ACIDOS NUCLEICOS 
Preparacion de ADN de fagos Lambda: 
El ADN de fagos recombinantes se purifico utilizando el metodo siguiente: 
Se inocularon 10 ml de medio LB - Mg2+- maltosa. en tubos Falcon de 50 ml, con 200 ul de 
celulas crecidas durante toda la noche en LB Mg2+ maltosa, y un taquito de agar conteniendo 
una placa de lisis del fago correspondiente. 
Para hgtll se utilizo la cepa Y1090, realizandose la infeccion a 42°C con agitacion a 200 rpm 
durante 5-6 hs. 
Para hgtlO se utilizo la cepa LE392, realizhdose la infeccion a 42°C con agitation de 200 rpm 
durante la noche. 
Como control de lisis se incluy6 un tubo conteniendo celulas sin infectar. Concluido el tiempo 
necesario para la lisis bacteriana, evidenciada por la diferencia de D.O. entre 10s tubos 
infectados y el control de celulas sin inkctar, se agrego 200 ul de CHCl, y se incubo durante 5 - 
10 min mas a 37 OC, con el objeto de lisar las bacterias remanentes. 
Se centrifug6 durante 5 mina 4000 rpm, para elirninar 10s restos celulares y una alicuota del SN 
fue conservada a 4OC como stock de fagos (titulo aproximado 10" ufp/ml). 
Se tomaron 8 ml de SN, se mezclaron con 8 rnl de b a e r  TM, pasando todo el contenido a un 
tubo Corex de 30 ml. Se agrego 320 ul de ADNasa I/ ARNasa A (1 mg/ml de cada una en TM). 
Se mezclo por inversion y se incubo 15-30 rnin a T.amb. 
Se concentraron luego 10s fagos por precipitation en PEG-NaCl, por agregado de 2 rnl de NaCl 
SM, 2,2 g de PEG 6000. Se disolvio completamente el PEG mezclando por inversion. 
Se dejo por 15 min en hielo 
Se centrifugo por 10 min a 12000 g a 4°C. 
Se descarto el SN, se resuspendio el pellet de fagos en 300 ul de buffer TM. Se transfirio a un 
tubo Eppendorf. Se agrego 300 ul de CHCl3, se mezclb bien y se centrifugo por 5 min para 
separar las fases. 
Se transfirio la fase acuosa superior a un tubo nuevo, cuidando de no remover la interfase de 
PEG. Se realizaron 2 nuevas extracciones. 
Se agrego a la rase acuosa 15 ul de EDTA 0,5 M pH 8 y 30 ul de NaCl5 M. 
Se agreg6 350 ul de fen01 equilibrado con Tris pH 7,6, se mezcl6 con vortex y centrifugo durante 
5 min para separar las fases. 
Se repitio la extraccion. 
A la rase acuosa se le agrego 875 ul de etanol. Se incubo durante 20 min a -70 OC y se recogio el 
ADN por centrifugaci6n durante 15 rnin. 
Se lavo el pellet con etanol 80 %. Se centrifug6 por 2 min a 4"C, se descarto el etanol y se seco 
a1 vacio. 
El ADN fbe resuspendido en 50 ul de buffer TE. El pellet bacteriano se resuspendio en 90 ul 25 m M  
Tris-ClH pH8,0,10 mM EDTA, 50 mM glucosa. 
La suspension de bacterias se transfirio a un tubo Eppendorf. 
Se agrego 10 ul de lisozima 50 mglml disuelta en bL&fer Tris-EDTA-glucosa. 
H Se mezclo suavemente por inversion y se dejo a temp. amb durante 5 min. 
Se agrego 200 ul de NaOH 0,2 N - SDS 1% preparado en el momento. 
Se mezclo por inversion y se incub6 en hielo por 15 min. 
Se centrifbgo durante 10 min a 4*C en una microcentrifuga. Cuidadosamente se removio 350 ul 
del SN y se transfirieron a un tub0 Eppendorf 
Se realizaron 2 extracciones con 1 vol de fenol-cloroformo isoamilico (25:24:1). Se centrifugo por 
15 min a temp.amb. 
Se descarto el sobrenadante y se dejo drenar el exceso de liquid0 por inversion del tubo abierto 
sobre papel absorbente. 
El pellet se disolvio en 100 ul de TE. 
Se trato con 2,5 ul de ARNasa 10 mg/ml durante 10 rnin a temp.amb. 
Se agrego 80 ul de H20 y 20 ul de NaAcO 3 M, pH 5,2. 
Se extrajo una vez con fenol-cloroformo, tomando 10s 180 ul superiores de la fase acuosa, a la 
cual se le hizo otra extraccibn con clorofomo, recuperando 10s 160 ul superiores de la nueva fase 
acuosa, que h e  transferida a un nuevo tubo Eppendoff. 
Se agrego 2 vol de etanol absoluto, se mezclb por vortex y se dejo precipitar por 20 min a -70°C. 
Se recupero el pellet por microcentrifugacion y se lavo con etanol70%. Se dreno el etanol 
remanente y se sec6 el pellet a1 vacio . El ADN fue resuspendido en 20 ul de Tris 10 mM pH 7,6. 
El rendirniento aproximado fue de 3 ug de ADNIml de cultivo. Los plasmidos recombinantes 
preparados por este metodo resultaron adecuados como templados de secuenciacion de ADN de 
doble cadena. 
Extraccidn de ADN de Plsismidos: 
En pequeiia escala (Minipreparaciones). 
Los plasmidos fueron preparados se@n dos mdtodos distintos, s egh  el objetivo del experimento: 
Met.A. para rastreo de plasmidos recoinbinantes. 
Met. B. para mapeo de restriccion y secuenciacion de ADN dc. 
A partir de m a  colonia aislada se inocularon 3 ml de medio LBarnpi y se incubaron con 
agitacion a 37 OC hasta saturacion. 
Se transfirid 1 ml de bacterias a un tubo Eppendorf y se cosechi, por centrifugacion a 4000 rpm 
por 5 min. 
Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 70 ul de buffer STET (Sacarosa 8 %, 
Triton X-100 5 %, EDTA 50 mM,Tris.HCl pH 8,O 50 mM) empleando vortex. 
Se agrego lisozima (0,7 mdml final), rnezclando con vortex. 
Se hirvio la suspension durante 40 seg y se pas6 a hielo. 
Se centrifuge durante 10 min en fi-io. 
Se descartd el precipitado con la ayuda de un escarbadientes o tip p20lp200. 
Se extrajo una vez con fenol-cloroforrno-alcohol isoarnilico (25:24:1). 
Se precipito con 1 volumen de isopropanol. Se dejo a temp. amb.durante 15 min. 
Se centrifugd durante 5 min. a temp. amb. 
Se descarto el SN y se sec6 al vacio. 
1 Se retomo el pellet en 20 ul de buffer TE. 
Se usaton 3 ul para analizar plasmidos recombinantes por restriccion agregando a1 buffer de 
digesti6n ARNasa libre de ADNasas, a una concentracion final de 50 ugfml. 
Se utilizo m a  modification del mCtodo de Birnboirn y Doly (1979) para secuenciar ADNdc. 
¤ A partir de una colonia aislada se inocularon 5 ml de LB + 50 ugtml de arnpicilina en tubos de 
polipropileno (Falcon 2070) de 50 ml. 
Se incubaron con agitacion durante la noche a 37 OC. 
H Las bacterias heron cosechadas por centrifugation a 4000 rpm por 15 min a temp. amb. 
1 Se agrego 16 ml de NaOH, 0,2N, 1% SDS (ptv); se mezcl6 por inversibn y se dejo por 5 min a 
temp. amb. 
Se afiadio 12 ml de KAcO 5M pH 5,2 fiio y se mezclo por inversion. 
Se dejo en hielo durante 10 min. 
m Se centrifugo a lOOOOg durante 30 mina 4°C. Se recuperb el sobrenadante y se le agrego 0,6 vol 
de isopropanol, se mezclo y se dejo 15 rnin a temp. amb. 
H Se centrifugo a 12000 g por 30 min, se desearto el sobrenadante y se resuspendio el pellet 
plasmidico en 7 ml de buffer TE. 
Purificaci6n de ADNccc por centrifugacidn en gradientes de CsC1-Bromuro de Etidio. 
Por cada ml de solucion de ADN, se agreg6 1 g de CsC1, mezclando suavemente hasta lograr la 
disolucion de la sal. 
Se aiiadi6 0,8 ml de m a  solucion de Br. Et. (10 mg/ml en H,O) per cada 10 ml de solucion de 
ADNfCsCl, se mezc 16 bien y se estimo la densidad final de la solucion pesando el tub0 (aprox. 
1,55 g/ml). 
Se centrifugo la solucibn a 8000 rpm por 5 min a temp. amb. 
Se descartaron 10s complejos de proteinas bacterianas formados, transvasando con cuidado la 
solucion con ayuda de una pipeta Pasteur a un tube de ultracentrifuga. 
Se ultracentrihgo en rotor 50 Ti a 36000 rpm, a 18OC durante 36 hs. 
La banda inferior correspondiente a1 ADN ccc h e  extraida con pipeta Pasteur. 
El Br. Et. h e  removido per extraccion (7 veces) con butanol saturado en H20. 
La fase acuosa obtenida fue 1 1 evada a 8 ml con H,O, agregando 0,8 ml de NaOAc 3M pH 5,2, 
m h  17,6 ml de etanol y se dejo en tubo Corex de 30 ml durante 15 min a - 70 "C. 
E 1 precipitado se recogib por centrifugacion y se resuspendio en H,O. El ADN se cuantifico a 
260 nrn y la calidad de la preparacion se verifico en un minigel de agarosa 
E l  rendimiento fue de 500 ug ADN plasmidico/ml de cultivo. 
Preparacibn de ADN del fago M13. 
Preparacibn de ADN de la forma replicativa del Fago M13. 
La forma replicativa del Fago MI3 (RF) es ADN dc circular. Su preparacion se 1 lev0 a cab0 de la siguiente 
manera: 
Se utilizb un stock de fagos MI3 de 10"ufp/ml para infectar 2,5 ml de un cultivo de bacterias 
JMl 01 (DO,,,= 0,8), se mez-cl6 y se dejo durante 5 min a temp. arnb. 
Las cklulas infectadas fueron diluidas en 250 ml de LB precalentado a 37 OC. 
Se incubo por 5 hs a 37 OC con agitacion vigorosa. Se cosecharon las celulas por centrifugacion 
a 4000 xg, por 15 min a 4°C. 
E 1 sobrenadante se removio y el pellet se resuspendio en buffer STE fiio (0,l M NaC 1, 10 m M  
Tris. C1 pH 8,0,1 rnM EDTA pH 8,o). 
Se recuperaron las celulas lavadas por centrifugacion a 4000 xg por 15 mina 4OC. 
Luego el ADN RF de M13 fue aislado por el m6todo de lisis alcalina y purificado por 
centrifugacion en gradiente de CsC 1 -Br.Et. s egh  se detal l o  en la seccion 
Preparacibn de ADN simple cadena del Fago M13. 
A. En pequeiia escala: 
rn Se parti6 de una placa aislada (formada por inhibition de crecimiento bacteriano) de fagos M13 
recombinantes. Se tomb la placa incluida en un bloque de agar, o bien se tom6 una porcion de la 
misma con un escarbadiente o con una punta para micropipeta P-200. 
La placa fue transferida a un tubo de 2 ml de 2x YT conteniendo 10 ul de un cultivo saturado de 
celulas JM101. 
Se incubo durante 5-6 hs a 37 OC. 
Se transfirio a un tubo Eppendorf, se centrifugo a 5000 rpm por 10 min y el sobrenadante se 
transfirio a un tubo nuevo. Se volvio a centrifugar por 5 min. 
Se transfuio 1,2 ml del sobrenadante a un tubo nuevo a1 que se le agrego 200 ul de una solucion 
20% PEG 6000/2,5 M NaCl. Se mezclo por inversion y se precipito durante 15 min a temp. amb. 
Se centrifugo durante 10 min, se descarto el sobrenadante, se centrifugo nuevamente para 
recoger el PEG remanente en las paredes del tubo, que se removib cuidadosamente con pipeta 
Pasteur afilada. 
E l  pellet se resuspendio en 200 ul de TE y se hizo una extraction con 100 ul de fenol: se 
mezclo con vortex por un min., se dejo reposar por 5 min, se volvio a mezclar y finalmente se 
separaron las fases por centrifugacion. 
Se transfirib la fase superior cuidando de no tornar material de la interfase y se realizb una nueva 
extracci on. 
Se extrajo una vez con 3 vol. de kter-H,O y se precipito la fase acuosa con NaAcO 0,3 M y 2,5 
vol de etanol absoluto. 
Se dejo precipitando a -70°C durante 20 min, se centrifuge durante 15 min, descartando el 
sobrenadante. 
El pellet fue lavado con etanol70%, secado a1 vacio y disuelto en 22 ul de buffer TE. 
Preparacibn de ADN total de Trypanosoma cmzi 
El ADN gencimico de T.cruzi se preparb siguiendo el protocolo descripto a continuacibn: 
Se resuspendi6 suavemente 1 g (peso hhedo) de paritsitos en 20 vol de buffer 1. Se agrego 
proteinasa K (100 uglml final) y se incubo durante la noche a 37°C. 
Se extrajo 3 veces con fen01 y 3 veces con cloroformo-isoamilico 
Se recupero la fase acuosa. 
Se precipito el ADN en 2,5 vol de Etanol absoluto y 0,l vol de NaAcO 3M, pH 6. 
Se resuspendid en 10 ml de TE y se llevi, a una concentration de 0,83g/rnl de CsCl m b  0,01% 
de BrEt. Se realiz6 una ultracentrifugacibn en Somall OTD 65B con rotor de hgulo fijo SOti a 
40000 rprn, durante 36 Hs a 18'C. Se recupero la banda de ADN lineal. 
Se extrajo el BrEt 7 veces con butanol2. Se precipito en presencia de NaAcO 0,3 M y  2,5 vol de 
Etanol absoluto durante 15 min a -70°C, y se recupero el ADN por centrihgacibn durante 20 
min a 10000 rpm a temp. amb. 
Se lav6 2 veces con Etanol70% a T.amb y se seco a1 vacio. 
Se guardo disuelto en TE a una concentraci6n de 500 ng/pl. 
Preparacibn de ARN total de Trypanosoma cruzi 
M6todo de extraccibn con isotiocianato de guanidinio (GTC) en colch6n de Cloruro de Cesio. 
Para garantizar la calidad de las preparaciones de ARN se utilizo material de vidrio esterilizado por horneado 
durante varias horas a 200°C, H,O bidestilada tratada con O,l% DEPC, material de plhstico nuevo 
autoclavado 3 veces y guantes nuevos. 
Se resuspendio el pellet de parhsitos (se utilizo entre 500 mg y 1 g de pellet peso himedo) en 2,5 
ml de GTC. 
Se pas6 30-60 veces por jeringa G-23 para romper el ADN. 
Se mezclo por vortex intensamente durante 5 min. 
Se coloco cuidadosamente el homogenato sobre 1,5 ml de CsCl6MEDTA 0,l M, c a ~ y h  
dose 2 fases; el CsCl es la inferior y el homogenato la superior. 
Se centrifugo a 35000 rpm en ultracentrifuga Sorvall OTD 65B durante 18 hs en SW 56 a 18°C. 
A1 final de la corrida se visualizo un pellet de ARN. 
Se extrajo la fase superior mas 500 ul de la solucion de CsC 1 con pipeta Pasteur de mod0 de no 
alterar el pellet de ARN se lavaron las paredes del tubo con 500 ul de GTC. Se volvio a extraer 
la fase superior. Este procedimiento se repitib 2 veces mhs 
Finalmente, se descart6 todo el sobrenadante de CsC1. 
E l  pellet h e  resuspendido en 200 ul de GTC con pipetman P-1000, punta azul hasta lograr su 
resuspension completa (unas 50 veces). 
E l  ARN fue transvasado a un tubo Eppendorf, y se agrego 3 vol de Etanol. Se precipito a -70°C 
durante 1 hora. 
Se centrifugo a 12000 xg durante 30 rnin a 4°C. 
El pellet se lavo con 1 ml de Etanol70% evitando resuspenderlo. Se centrifugb a 12000 xg por 5 
min. Se realizo otro lavado. 
E l  pellet se sec6 a1 vacio durante 5 min y se resuspendio en 100 ul de TE. 
El ARN result6 adecuado para experiencias de Northern blot y clonado por PCR. Para la 
construcci6n de bibliotecas de ADN copia se utilize ARN poli A+ 
6. CLONADO Y SUBCLONADO EN VECTORES. TRANSFORMACION 
CLONADO POR ARN-PCR 
Aproximadamente 2 ug de ARN total de T. cruzi fueron incubados con retrotrmcriptasa utilizando 
hexheros a1 azar en la siguientes condiciones de reaccibn: 
buffer PCR Cetus I1 1 Ox 
MgC12 25 rnM 
RNAsin (Promega) 
CINTPs 
Hexheros a1 azar 
Wtranscriptasa reversa (Promega) 
ARN total (preincubado a 70°C, 2') 
La reaccion fue incubada a 25 "C por 10 min, a 42°C por 40 min, y luego a 95°C por 5 min. 
E l  volurnen total de la reaccion fue transferido a un tubo conteniendo 80 ul de : 
PCR buffer1 
MgCl2 25 m M  
primer 3' especifico 
primer 5' SL 
Taq polirnerasa(Promega) 
H20 csp 80 ul 
Se agregaron 50 ul de aceite mineral (Sigma). La reaction se 1 lev6 a cab0 en un aparato programable de 
la marca HYBAID modelo IHBlO1. Se utiliz6 el siguiente programa de amplificaci6n: 
CICLO PAS0 TEMP.("C) TIEMPO LOOPS 
Luego de concluido el prograrna de amplificacion se sembro 1/10 de la reaccion en un minigel de agarosa 
2 % para verificar la amplificacion. 
Para hacer a estos insertos susceptibles de subclonado, fue necesario rellenar 10s extremos para generar 
productos de extremos romos (blunt end). 
Los productos de la reaccion de PCR fueron incubados a 37°C por 15 min con 2 U de Klenow (no fue 
necesario agregar dNTPs porque la reaccion de PCR llevo cINTPs en exceso). 
Se hizo una extraccion con fenol-cloroformo 1:1 y el producto se precipit6 con 1/10 vol de NaAcO 3M 
pH 6 y 2 vol de Etanol absoluto. Se dejo 20 min a -70°C, se centrifuge durante 10 min a 11000xg, se lavo 
con Etanol70% y se seco el pellet. 
E l  producto de PCR h e  purificado por elucion de un gel de agarosa de bajo punto de fusion. 
Dado que 10s productos de PCR no llevan grupo fosfato en sus extremos 5' fk necesario fosforilar 10s 
extremos del producto purificado por la accion de la polinucleotido Kinasa. 
Subclonado en vector M13: 
protocolo: 
Se torno 1 ug de ADN ds hgtll cortado con EcoRl que representa 10 ng de i~ertolul  y se diluyo 1/10. 
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RELACION VECTOR INSERT0 BUFFER ATP AGUAdd LIGASA T4 
10 ng 1OX 1OmM 3.75 U 
El volurnen final es de 10 ul. La ligasa de T4 (7.5 U/ul)( PHARMACIA). 
La ligacion se llevo a cab0 a 16°C durante toda la noche. 
Subclonado de 10s productos de PCR generacibn de "blunt-end DNAtt. reaccibn de ligacicin. 
Los productos de la reaccion de PCR heron incubados 15 a 37°C 
con 2U de klenow para completar loa extremos ( loa dNTPs no se 
agregan porque estiin en exceso). 
Luego el product0 se precipito y preparo para fosforilar 10s 
extremos. 
Se resuspendio de la siguiente manera: 
2 ul5X PNK buffer 
1 ul0.1 M DTT 
2 ul 100 uM ATP 
4 ul agua 
1 ul T4 polinucleotido kinasa 
Se incubo 30 min a 37°C 
Se trato la enzima a 65°C unos minutos. 
Las reacciones da ligacion se llevaron a cab0 como se describo anteriormente, except0 que se uso el 
vector M13 mplO cortado con Smal (AMERSHAM). Ademas se usaron 50 ng de vector y 7.5 U de ligasa 
de T4. La reacci6n se hizo a 22°C toda la noche. 
Preparacidn de cdlulas competentes para transformacibn. 
En este trabajo, se utilizo la cepa E.coli DH5aF . Esta cepa tiene ciertas ventajas sobre otros 
hospedadores de M13 : 
Pueda ser mantenida en medio rico (LB o YT) sin perdida del episoma P , porque a diferencia 
de la serie JM no depende de la presion de seleccion dada por el marcador proAB en el F . 
Ello obligaba a mantener a la cepa en medio rninimo. 
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El genotipo incluye el marcador RecAl que asegura la estabilidad de 10s insertos clonados, 
la serie JM es rec+. 
Es restriccion negativa (rk-) y modificacion positiva (mk+), asi que cualquier secuencia puede 
ser fkcilmente clonada. 
Tiene una mayor eficiencia de transformacion (> 107 uwml). 
Esta cepa tambien tiene un background genetic0 lac- para permitir a-complementaci6n con 
el polipeptido codificado por M13 serie mp. 
La cepa DH5aF se mantiene en presencia de kanamicina. 
Se estrian colonias frescas la noche anterior y se crecen a 37°C en placas LB. 
Se pican 4-5 colonias y se ponen un eppendorf conteniendo SOB. Se crecen 1 hora a 37°C. 
Pasar el inoculo a 50 ml de SOB en erlenmeyer de 500 a 1000 ml. 
Incubar con agitation aireada a 37°C hasta D0550= 0.45-0.55 (8. lo7 c~lulas/ml). 
Pasar el contenido a dos tubos corex de 30 ml. Centrihgar a 4000 rpm 10 a 4°C . 
Resuspender en V3 de volurnen de TFB. Incubar 15 min. en hielo. 
TFB = KC1 1000 mM 
MnC12 45 mM 
CaC12 10 mM 
HaCoCla 3 mM 
K-Mes 10 m M  
Mes = 0.5 M Mes pH=6.5 equilibrado con KOH 
Centrihgar a 4000 rpm 20 a 4°C . 
Resuspender en V12 de volumen de TFB. 
Agregar DnD 3.5% final. Mezclar e incubar en hielo por 10 min 
DnD = DTT 1 M 
DMSO 90% 
AcoK 10 mM 
Agregar DnD 7% final. Incubar por otros 20 min en hielo. 
Las celulas ya esthn listas para transformar en alicuotas de 200 ul 
Con este metodo denominado "Standard High Eficiency Transformation" se obtiene una eficiencia de 
transfonnacion entre 5.1 06-5. lo7 Ufp/ug de RF. 
Transformaci6n de 10s productos de ligacibn. 
Paralelamente a la preparacion de competentes se hace un inbculo en 3 ml de LB de E.coli JMlOl a 
saturation, para ser usadas en la infeccibn. 
Se mezclan 5 ul de ligacion con 200 ul de DH5aF competentes. 
¤ Incubar 30 min a 0°C. 
Dar un shock de calor 2 min a 42°C . 
¤ Incubar en hielo durante otros 5 min. 
¤ Agregar 200 ul de JMlOl saturado 
40 ul de X-gal2% 
20 ul de IPTG 100 mM 
Transferir a soft-agar fundido y mantenido a 50°C . 
Plaqear sobre LB-agar. 
Incubar toda la noche a 37°C. 
Los subclones positivos se identificaron por hibridacion. 
Minipreparacidn de ADN simple cadena de MI3 
A partir de una placa blanca, picar con escarbadiente y sumergir en un tubo con 2 ml de LB 
+ 15 ul de bacterias JM10 1. 
Dejar creciendo 5 Hs. a 37°C con agitation. 
Centrifbgar a 3500 rpm 10 a temperutura ambiente. 
Tomar 1.5 ml del sobrenadante y pasar a un Eppendorf. 
Centrifugar a 3500 rpm 10 min. 
Tomar 1.2 ml del sobrenadante sin tomar bacterias y pasar a otro Eppendorf (guardar el resto 
con 100 ul de glicerol a -20°C. 
Agregar 150 ul de PEG 20%-AcoNH4 7.5 M. Homogeneizar por inversion y dejar a 
temperatura ambiente 15 min. 
Microcentrifbgar 10 min . Aqui debe verse el pellet, sino no seguir. 
Descartar el sobrenadante con pipeta pasteur. Remover bien 10s restos de PEG. 
Resuspender en 100 ul de TE. 
Agregar 50 ul de fen01 equilibrado. VCrrtex 1. 
Centrifbgar 5 min. Pasar fase acuosa a otro eppendorf. Repetir. 
Hacer 2 extracciones con Cter saturado de 200 ul clu. Evaporar el kter a 37OC unos minutos. 
Agregar 2.5 volumenes de etanol abs. y 112 volumen de AcoNH4 7.5 M. Poner 15 min a -70°C. 
Microcentrihgar 15 min. Sacar sobrenadante. Lavar con etanol 75% y secar a1 vacio. 
Resuspender en 22 ul de TE. 
Complementariedad por retraso de hebra para determinar la orientacidn del insert0 subclonado. 
El mktodo consiste en verificar el retardo de la migracibn en geles de agarosa del ADNsc de un fago 
recombinante M13 cuando a1 ADNsc de un inserto puede formar un hibrido parcial con otro fago M13 que 
lleva su cadena complementaria (por insercion en la otra orientacicin). Asi se identifican pares de fagos M13 
que contienen las dos orientaciones del inserto. 
Se parte de la minipreparacibn de ADN simple cadena y se juntan de a pares las preparaciones. 
5 ul ADNsc A (1 00-200 ng) 
5 ul ADNsc B (100-200 ng) 
1 ul NaC12.5 M 
Desnaturalizar 30 a 60°C. 
Hibridar enfriando lentamente en baiio seco a 60°C hasta ternperatura ambiente. 
Agregar 2 ul de loading buffer. 
Correr un minigel de agarosa 0.7%. 
Seleccionar aquel par que haya sufrido retraso en la corrida. 
secuenciacibn por la tkcnica de Sanger usando el kit Sequenasa (U.S.B.) 
Las reacciones de secuenciaci6n por Sanger se llevaron a cab0 con el kit SEQUENASE VERSION 2.0 de 
U.S.B.. 
La secuenciacion incluye 3 pasos: 
+ Anillamiento del cebador de la reaccion de polimerizacion. 
+ Reaccion de marcado 
+ Reaccion de terminacion 
Se usaron las siguientes soluciones: 
Sequenase buffer 5X= 200 rnM Tria-HC 1 pH=7.5 
100 mM MgC12 
250 rnM NaC1 
Labaling mix (dGTP) 5X= 7.5 uM dGTP 
7.5 UM dCTP 
7.5 U M  dTTP 
ddG Termination mix (dGTP)= 80 UM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM 
dCTP, SO uM dTTP, S uM ddGTP, 50 
m M  NaC 1. 
ddA Termination mix (dGTP)= 80 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM 
dCTP, SO uM dTTP, 8 uM ddATP, 50 
mM NaC1. 
ddT Termination mix (dGTP)= 80 uM dGTP, SO uM dATP, 80 uM 
dCTP, 80 uN dTTP, 8 uM ddTTP. 50 
rnM NaC 1. 
ddC Termination mix (dGTP)= 80 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM 
dCTP, 80 uM dTTP, 8 uM ddCTP, 50 
mM NaC1. 
Enzyme dilution b u f T e ~  10 mN Tris-HC 1 pH=7.5 
5.0 m M  DTT 
0.5 mg/ml BSA. 
Mn buffer- 0.1 5 M isocitrato de sodio 
0.1 M MnC12. 
Stop solution= 95% formamida 
20 mM EDTA 
0.05% azul da bromofenol 
0.05% xilen cianol 
ProtocoIo Standard : 
Se utilizo generalmente una masa de ADNsc de 500 ng. El volumen de la solucion de ADNsc no debe 
exceder 10s 7 ul. 
A) Mezcla de anillado: 
ADN 7 ul 
buffer sequenasa 2 ul 
"primer" 1 ul 
total 10 ul 
Calentar a 65°C 2 min en un bafio seco y dejar enfriar lentamente hasta una temperatura menor a 35OC. 
Luego colocar en hielo. 
Mientras se enfrla se preparan 4 tubos conteniendo clu 2.5 ul de la mezcla de terminacion (ddA, ddC, 
ddG, ddT) y se rotulan correctamente. En este caso se usaron eppendorf de diferentes colores para cada 
terminacion. 
Diluir la mezcla de marcacion 1:5 generalmente 2 ul mezcla + 8 ul agua. 
Diluir la Sequenasa version 2.0 en cantidad suficiente para todos 10s templados en el buffer de 
dilucion 1 :8. 
Precalentar en un bafio de agua a 37°C 10s 4 tubos de terminacion preparados. 
B) Reaccion de marcado: 
- A la mezcla de anillado agregar: 
DTT 0.1 M 1 ul 
mezcla de marcacion 1:5 2 ul 
[35S]dATP 0.5 ul 
Sequanasa 1:8 2 ul 
Mezclar e incubar a temperama ambiente durante 3 min . Este paso es estricto pues la extension de la 
marca no perrnitir leer las bases mas cercanas a1 iniciador. 
C) Reaccion de terminacion: 
Transferir 3.5 ul de la reaccion de marcado a cada tubo de terminacion (ddA, ddC, ddG, ddT) 
y continuar la incubation a 37°C por 5 min. 
Parar las reacciones por agregado de 4 ul a cada tubo de STOP SOLUTION. 
Calentar las muestras a 75°C por 2 min antes de cargar en el gel. 
Se siembran 3 ul de cada letra. 
En 10s casos de ensayo con Mn Buffer se realiza igual per0 se agrega 1 ul de Mn Buffer durante la reaccion 
de marcado. 
Armado y corrida de un gel de poliacrilamida desnaturazizante para secuenciaci6n. 
Los geles desnaturalizantes de poliacrilarnida para secuenciacion comdos fueron de 6 % que permiten leer 
hasta 400 bases desde el inicio de la reaccion. 
Se preparo una solucion stock de acrilamida 40% de la siguiente forma: 
Acrilarnida 380 g 
N,N -metilenbiascrilamida 20 g 
Agua para 100 ml 
Se disolvi6 la solucibn por calentamiento a 37OC .La soluci6n para 10s geles de secuencia se arm6 en 100 
ml en erlenrneyer de la siguiente forrna: 
42 g urea (7 M final) 
15 ml de acrilamida 40 % (6 % final) 
TBE 1X hasta 100 ml 
Se disuelve la urea. Poner en hielo hasta ser volcado, justo antes de volcar en 10s vidrios se agrega: 
100 ul TEMED 
2 80 ul persulfato de arnonio 10 % para iniciar la polimerizacion. 
Se utilizaron vidrios de cuarzo da 30 X 40 cm. Los vidrios se limpiaron bien y luego se siliconaron con un 
algodon embebido en silic-glass. Se usaron espaciadores de 0.4 mm y se sellaron 10s vidrios con cinta. Luego 
se volci, el gel con una inclinaci6n de 45" continuamente para no interrumpir el flujo y evitar burbujas de 
aire. Normalrnente la polimerizacion lleva alrededor de 30 min , pero si el gel no polimeriza en una hora 
debe ser descartado. 
Antes de que polimerice se agrega el peine en posicion invertida en la parte superior y se deja toda la 
noche a temperatura arnbiente. A1 otro dia se monta sobre la cuba en posicion vertical. 
Se coloca el peine introduciendolo en el gel hasta pinchar la acrilamida y se agrega buffer TBE 1X en la 
parte superior e inferior de la cuba. Se preconre a1 gel a 60 Watts durante 30 min antes de sembrar para 
que 10s vidrios adquieran una temperatura homogenea. 
Sembrar 3 ul de cada letra. En un gel 6 %, el azul de bromofenol cone como 25 pb y el xilen ciano1100 
pb. Como regla general, el segundo deposit0 se sembro 30 min despub de salir el m l .  la corrida del gel se 
par0 cuando salio el azul del segundo deposito. 
Se desmonto de la cuba y se separo un vidrio (el gel queda adherido a1 otro). Se fijd durante 15 min en una 
mezcla 10 % metanol + 10 % acido acetico. Se lavo con abundante agua. Luego se colocb sobre el gel un 
Whatman 3 MM a1 cual debe quedar adherido el gel. 
Se cubrio con Saran-Wrap y se seco durante 3 Hs. en una secadora de vacio Hoeffer modelo SE 1160. 
Finalmente se expuso con pantalla intensificadora a -70°C durante 2 dias. 
8. TECNICAS DE MANEJO DE ACIDOS NUCLEICOS 
Southern blots 
En todos 10s casos el ADN genomico se diluyo a 100 ng/ul y se usaron de 3 a 5 U de enzirna de restriction 
por ug de ADN. Se digirieron 10 ug para cada caso. Las digestiones se realizaron a 37OC toda noche. Se 
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conieron geles de agarosa 0.9% a 5 volts/cm durante toda la noche. Luego se fotografio bajo luz U.V. 
Posteriormente se siguieron dos procedimientos alternatives: 
A) El gel se trato 30 min en una solucion desnaturalizante 0.4N NaOH, 0.6M NaCl y se neutralizo dos 
veces de 30 en 0.5N Tris-HC1 pH 7.6, 1.5M NaC1. Se transfirio a membranas de nylon Hybond N+ 
(cargadas positivamente) en una solucibn 20X SSC durante toda la nocha. Se fij6 en una solucion alcalina 
de 0.4N NaOH por 20 min. 
B) El gel no se pre-tratb como en A y se transfirio a membranas de nylon Hybond N+.y se fijo0 en una 
sola etapa en una solucion alcalina conteniendo 0.4N NaOH 
La hibridacion con sondas radioactivas se hlzo como se describi6 anteriormente. Se expuso a -70°C con 
pantalla intensificadora durante tiempos variables de 2 a 7 dias segiin el caso. 
Dot blot de ARN 
El dot blot se realizo usando diluciones decrecientes a1 medio de ARN total de T.cruzi de la siguiente fonna: 
100 pg 50 pg 25 pg 12.5 pg 6.25 pg 
Se us6 tarnbien ARN sintktico de TcPl como control en diluciones a1 medio de la siguiente manera: 
10 ng 5 ng 2.5 ng 1.25 ng 0.625 ng 
Los Dots de ARN se depositaron sobre un filtro de nylon Hybond N+ (Arnersham, USA) usando un aparato 
de Dot blot comercial y m a  bomba de vacio. 
Las sondas utilizadas se marcaron a una actividad especifica similar como se determino usando un contador 
de centelleo liquido. Las sondas tenian entre 3-6.108 cpm/pg. 
Luego de hibridizacion, la marca asociada a 10s Dot blots se determino por autorradiografia y por conteo en 
centelleo liquido de cada punto del Dot blot. Se graficaron 10s datos de marca (cpm) vs. Concetracion del 
Dot (pg) y se obtuvieron rectas aplicando regresion lineal. La pendiente de cada recta (cpdpg) se utilizo 
para graficar la concentracion relativa de cada ARNm estudiado. 
9. TRANSCRIPCI~N Y TRADUCCION IN VITRO 
Transcripcibn Run Off 
1. PreparacMn del templado 
Se utiliza la tecnica Birnboim y Doly para preparar plasmidos a partir de 10 ml de cultivo. 
Se resuspende en 1 ml de STE y se pasa a un eppendorf. 
luego de preparacion, se resuspende en 500 p1 de TEmAsa 
Se incuba a 37°C durante 15 min. 
Se agrega un volumen de fenol, se mezcla y separan las fases. 
Se elirninan 10s restos de fenol con 2 vol. de ETER:agua. 
Se agregan 500 ~ 1 1 . 6  M NaCl + 13 % PEG 8000. Mezclar. 
Centrifugar en microcentrifuga 5 min. 
Resuspender en 100 p1 de TE 
Agregar 10 pl de 1 OX proteinasa K buffer y 10 p1 de 5% SDS. 
Agregar 100 pglml de proteinasa K 
Incubar 1 hora a 37°C. 
Agregar un volumen de fenol, mezclar y separar la fases. 
Resuspender en 50 pl TE RNAsa free. 
Volver a precipitar con la solucion de PEG8000fNaCl. 
Resuspender en 50 pl de TE RNAsa free 
Cortar el templado con EcoRI , 5  UI pg de templado, en 50 pl. 
Digerir con proteinasa K nuevamente. 
Agregar un volumen de fenol, mezclar y separar las fases. 
Precipitar con 2 vol de EtOH Abs. y % vol de AcoNH4 7.5 M 
Secar el pellet 
Resuspender en 15 p1 de TE RNAsa free. 
2. Transcripcibn a partir de 10s promotores T7 y SP6. 
Sin Capping 
ADN templado 2 ~g 
DTT 100 rnM 
5X buffer de transcripcion 
rNTPs 10 mM 
BSA 10 mgfml 
RNAsin (o HPRI) 40 UIp1 
T7 RNA polimerasa 15 U/p1 
Incubar 1 hora a 37°C 
10 p1 
2.5 pl clu 
0.5 p1 
1.5 pl 
2 ~1 
Con Capping 
Se utiliza un protocolo similar, a excepcion de agregarse una concentracion 10 veces menor de rGTP y el 
analog0 de CAP GpppG 5 mM 5 p1. 
Se agrega RQDNAsa 1 pl(1 mg/ml) 
Incubar 15 min a 37 "C 
Agregar un volumen de fenol, mezclar y separar las fases. 
Precipitar con 12 pl de AcoNH4 10M y 150 pl de EtOH abs. 
Resuspender en 50 p1 de agua RNAsa free. 
Realizar una segunda precipitacion igual. 
Resuspender en 10-20 pl de agua RNAsa free. 
Se corre una alicuota en un gel de formaldehido agarosa. 
1.5 g agarosa 
20 ml5X MOPS 
50 ml agua DEPC 
a 50°C agregar 16 ml de formaldehido deinizado. 
TRADUCCION IN VITRO 
1. Puesta a punto de las condiciones 
Se utilizo el kit de reticulocitos de conejo de Amersham, USA N90Z. Este kit contiene un pool de 
aminoacidos no marcados. 
La reaccion se lleva a cab0 en un volumen de 50 pl y se utiliza [35S] MET (1000 ci/ mmol) a una 
concentracion final e 2 pci/pl. La reaccion standard usa 80 % de lisado en la mezcla. 
Los factores que afectan la traduccion son 10s siguientes: 
rn Concentracion de Mg++ y K+, para decrecer la concentracion en la mezcla de reaccion se puede 
diluir el lisado hasta un 40%. Esto varia para cada ARN a traducir en particular. 
Concetracion de ARN, a mayor concetracion se aumenta la cantidad de product0 marcado. 
La concentracion del aminohcido marcado. 
Se probaron las condiciones para la concentracion optima de ARN y de concentracih de lisado. Se utilizo 
ARN total de Tcruzi para las pruebas. 
Lisado 20 pl(40 %) o 40 pl(80 %) 
ARN 1 a 5 p l  
[35S]Met 7 p1 
Agua 22-  17p1 o 3 - 0 p 1  
Volumen total 50 p1 
Se incuba 1 hora a 30°C 
Se destruyen 10s complejos [35S]Met-tRNA con 0.3 NaOH durante 15 min a 37°C 
La prueba de traduccion usando ARN poliA+ o ARN total mostr6 que con ARN poliA+ se llega rapidamente 
a una saturacion de producto marcado con aproximadamente 200 ng de ARN. En cambio con ARN total, el 
producto h e  aumentando correlativarnente en una gama de concentracion de 2 a 10 pg. Obteniendose con 10 
pg de ARN total, la misma cantidad de producto que con 100 ng de ARN poliA+ 
La marca asociada a cada reaccion se medio en un contador de centelleo. 
Para disminuir el background a1 medir, 10s filtros se lavaron en TCA 25% Caseina hidrolizada 
2% 
De alli se toman 10 p1 para contar en centelleo liquid0 con omnifluor 
Omnifluor: 5 L tolueno, 4g PPO, 0.2g POPOP 
Finalmente, se trata el producto con RNAsa A durante 10 min. 
Se calienta en cracking buffer 5-8 min a 100°C 
Se toman 15 p1 (dependiendo de la marca) para analizar por PAGE-SDS 14 % 
Luego de la corrida se eraliz6 fluorografia (para mejorar la deteccion de la marca en autorradio 
grafia.) 
Se realizan 2 lavados en DMSO 30 min clu 
Incubar 3 horas en PPO 20 % en DMSO 
Lavar con abundante agua (importante!) 
Secar el gel durante aproximadamente 1 hora. 
Exponer toda la noche. 
3. Inmunoprecipitaci6n de la traduccibn in vitro 
Tomar 1 mg de proteina A en 1 ml de buffer NaHC03 0.1 M (pH=lO)/NaC10.5 M/B- 
36 
mercaptoetanol lrnM 
100 mg CnBr Sepharosa 4B se hidratan en 20 ml de 1 rnM Hcl 10 min. 
Se filtra el HCl y se lava con 50 ml de 0.1 M NaHC0310.5 M NaCl (pH=8.5) 
Pasar el gel seco a un recipiente con la solucibn de la proteina A. Incubar a 4°C 18 horas con 
agitacion. 
Colectar el sobrenadante y medir a D0280, por diferencia sacar la cantidad unida. 
El gel se satura con Tris-Hcl 0.1 M lavando y concentrando 3 veces. 
Lavar el gel en buffer acetato 0.1 M, ).5 M NaCl y con tris-Hcl0.1 m, NaC10.5 M 3 veces 
alternativamente. 
Lavar con PBS 
Tomar 5 pl de la traduccion in vitro 
Agregar 10 pl de suero y 60 p1 de buffer I = 1% nonadiet P4010.1% SDSI 0.5% deoxicolato de 
sodio/0.02% azida sodica/100 pglrnl PMSF. 
Incubar durante3 horas a 4 OC con agitacion 
Se agregan 60 pl de proteina A-Sepharosa en buffer I y se incuba 30 min a 4°C 
Se recoge el complejo terciario por centrihgacion 20 min. 
Lavar el pellet 5 veces en 1.5 ml de 0.1% nonadiet P40/100 pg/ml PMSF en PBS 
Centrifugar 20 seg. Y descartar el sobrenadante 
Solubiliar en 20 pl de craking buffer por calentamiento a 100°C. 
Sembrar 
10. TECNICAS ESPECIALES DE PCR 
Inter SIRE y SIRE-Bubble PCR 
La tCcnica de SIRE-PCR es particularmente poderosa porque puede ser aplicada sin conocimiento previo del 
segment0 genomico a analizar. Sin embrago, tiene limitaciones. SIRE-PCR sucedera unicamente entre pares 
de secuencias SIRE que esten a una distancia y orientacion apropiada una con respecto a la otra. La utilidad 
de SIRE-PCR esta ademb restringida por la aparente distribucibn asimerica de las secuencias repetidas 
dentro de 10s genomas. Esta organizacibn particular, que da como resultado regiones ricas y pobres en 
contenido del elemento, lleva a una distibucion no uniforme de productos de PCR, dejando algunas zonas 
del genoma subrepresentadas. 
SIRE-Bubble PCR permite superar estas limitaciones con una estrategia simple. Utiliza un "linker7' 
especifico en un extremo, independiente de la secuencia a analizar y un cebador especifico de SIRE en el 
otro (el detalle de la tecnica se puede ver en el esquema de la figura...). De esta forma se genera una 
distibucion mas uniforme de productos que representan mejor a1 genoma. 
* , , # f i # d , ,  
-Lf- 
Anneal "bubble" ollyos. 
Puspare PCH Lornplata by tQalln~ "bubbles" 
10 dli)ssted source DNA. Y 
I:ltsr strand synthas~s nltiating mth IRF primer. 
PIG. 1. Cor~~trtlclion 01' 1 ItK-b\rl)l~lu PC13 lrcm~~lntun end 11ic IRE- 
huihle la(.Xt ~ ~ ~ i ~ ~ ~ l ~ l i t ~ ~ t ~ i o r ~  mcl~t! ~iu. 
Los cebadores utilizados heron 10s siguientes, ubicados dentro de la secuencia de SIRE: 
SIRE- 1 : 5'-GGAGGACCCAAAGTCGTCC-3' 
SIRE-2 : 5'-GATCTTGGGAGAGCTGGCTA-3' 
SIRE3 : 5'-CTTACGAAGTGGCAGACTTT'-3 '
HA- 1 : 5'-GCCAGCTCTCCCACGATCATTC-3' 
HA-2: 5'-GGATCCGGCCCCAGCTGCCCGGAGGATTATT-3' 
Tambien se utilizaron 10s cebadores siguientes para la reaccion de Bubble: 
Bubble top: 5'- 
GAAGGAGAGGACGCTGTCTGTCGAAGGTAA4CGGACGAGAGAAWGAGAG-3' 
Bubble bottom: 5'- 
CTCTCCCTTCTGCGGCCGCAGTTCGTCkACATAWAmCTGTCCTCTCCnC-3'. 
Bubble primer: 5'-GCGGCCGCAGTTCGTCAACATAGCATTTCT-3' 
I 1 INTER-SIRE PCR 
Temperatura de anillamiento = 58°C 
Numero total de ciclos = 30 
ADN genomico o de YAC 
Buffer 1 OX 
MgCl, 25 mM 
dNTPs 10 mM c/u 
DMSO 
Cebador correspondiente 
ag 'a  
Taq polimerasa 5 U/pl 
Total 
2) SIRE Bubble PCR 
50- 100 ng (2 pi) 
10 pl 
10 p1 
2 PI 
10 p l  
100 ng (2 p1) 
58 pl 
0.5 p1 
100 p1 
2.1- Preparacion de 10s anclajes "Bubble". 
Mezclar el oligo Bubble top y Bubble bottom a 3 pmol/pl en 2X SSC/100 rnM Tris en un 
volumen total de 333 p1. 
desnaturalizar la mezcla a 100°C por 10 minutos y dejar enfiiar lentarnente a temperatura 
ambiente. 
2.2- Construccidn de 10s templados de PCR SIRE-Bubble. 
Digerir 1 pg de ADN genomico con RsaI o AluI en un volurnen total de 120 p1. 
Incubar la reaccion a 37°C durante 4 Hs. 
Calentar a 65°C durante 20 minutos para inactivar la enzima. 
Mezclar 60 pl(0.5 pg) con 12 pmoles (4 p1) de anclajes "Bubble" en un volumen total de 100 p1. 
Agregar 15-20 U de T4 ADN Ligasa e incubar a temperatura ambiente toda la noche. 
Diluir la mezcla de reaccion a 1.5 ng/p1 con ?4 X TE. 
2.3- Condiciones de PCR 
Se inicio con un procedimiento "Hot Start" en 50 p1 de reaccion 
Temperatura de anillamiento = 60°C 
N h e r o  total de ciclos = 32 
Templado de ADN 
Buffer 1 OX 
MgCl, 25 rnM 
dNTPs 10 rnM clu 
Bu-primer 
HA-1 primer 
Agua 
Taq polimerasa 5 U/p1 
Total 
wild-type DNA 
10 ng (2 pl) -- 
5 p1 
5 PI 
1 PI 
100 pmol(2 p1) 
100 pmol(1 pl) 
30 p1 
0.5 pl 
50 p1 
denature 
mutant DNA 
differential migration 
of single strands in a 
J 
nondenaturing gel 
La movilidad de una particula en un gel es sensible tanto a 
su tamafio como a su forma en condiciones no desnatural- 
izantes. El ADN de cadena simple tiene una estructura 
secundaria que es determinada por interacciones in- 
trarnoleculares, y conbsecuentemente por su secuencia. En 
el analisis SSCA (antes conocido como SSCP, Single 
Strand Conformational Polimorphism), una secuencia mu- 
tada es detectada como un cambio en la movilidad en geles 
de poliacrilamida causada por una alteration en su estruc- 
tura secuendaria. 
Hasta el presente no es posible predecir el cambio en la 
movilidad electroforetica inducida por una mutacion, per0 
el gran poder de resolucion de 10s geles de poliacrilamida 
pueden distinguir la mayoria de 10s cambios causados por 
diferencias en la secuencia como ser una 6nica sustitucion 
en una molCcula de cientos de bases de longitud (en general 
hasta 400-500 bases). 
1. Amplificacidn radiactiva por PCR de las variantes TcP2P. 
*DNA genomico debe ser precalentado a 100°C durante 5 min. 
** 100 ng de DNA genomico y 1 ng de plasmido conteniendo la secuencia clonada de la variante TcP2P. 
Temperatura de anillamiento = 52"C, 1 minuto 
Temperatura de desnaturalizacion = 94"C, 1 minuto 
N h e r o  total de ciclos = 32 
Tamaiio esperado del fiagrnento =I00 bp. . 
2. Preparacidn de la solucidn de gel 
Los geles de poliacrilamida SSCA pueden ser preparados de dos maneras: sin glicerol o con la adicion de 
10% de glicerol. 
Sin glicerol Con 10% de glicerol 
Acrilamida 40 % (1.5 % Bis-acrilamida) 
TBE 10X 
Glicerol 
TEMED 
El gel resultante es 6% total de acrilarnida y 5% C, donde C es el grado de cross-linking (una tasa del 
porcentaje de concentracion de N,N'-methylenebisacrylamide con respecto a la concentracion total de 
acrilarnida monomero. Un gel con bajo %C es mas blando, tiene un tamaiio de poro mayor y parece ser mas 
sensible a la conformation. 
3. Sembrado y corrida del gel 
Mezclar entre 1 y 3 p1 de muestra + 9 p1 de solucion de stop sequenasem . 
Calentar las muetras en agua hirviendo por 5 min. antes de sembrar. 
Cargar 3 pl de muestra en el gel (-lo3- 10' cpmtpl). 
Correr el gel a 2 Watts durante 7 horas a toda la noche. 
Transferir el gel a whatmann 3 MM y exponer. 
Buffer de corrida : 0.5 X TBE. (importante!) 
Hay cuatro condiciones diferentes de corrida: 
1. Gel sin glicerol a temperatura ambiente. 
2. Gel sin glicerol a 4°C 
3. Gel con glicerol a temperatura ambiente 
4. Gel con glicerol a 4°C 
La deteccion de mutaciones depende de 10s cambios conformacionales de la mol~cula de simple cadena 
inducida por la mutacion, y consecuentemente, sensible a 10s cambios del ambiente fisico en el gel, por 
ejemplo, temperatura, concentracion de iones y solventes. 
Capitulo 1 
Objet ivos: 
- Rastreo y 
caracterizacidn 
de fagos 
recombinantes 
que codrfican 
porciones de 
proteinas 
ribosomales P de 
T. cruzi. 
t n el momento de comenzar el presente trabajo de tesis en 1992, el laboratorio 
estudiaba antigeno recombinante de Tcruzi que presentaba homologia con las 
proteinas ribosomales P de humanos, a1 mismo se lo denomino JL5. Su secuencia 
parcial fue publicada por primera vez en 1989. Su importancia estaba dada por el 
alto nivel de anticuerpos contra este antigeno que poseia el suero de enfermos 
chagasicos cronicos. 
El analisis de 10s aspectos inmunologicos de la reaccion anti-JL5 fue motivo de 
varios trabajos y tesis (Gabriela Levitus, tesis doctoral, UBA, 1992; Dan Kaplan, 
tesis doctoral, UBA, 1995). 
Parte del analisis genetic0 de la proteina codificada por JL5 fue abordado por otro 
miembro del laboratorio (Alejandro Schijman, tesis doctoral, UBA, 1992), y 
finalmente se obtuvo la secuencia codificante completa del ARNm de esta proteina 
publicada en 1990. 
El objetivo de la presente tesis fue caracterizar el sistema de las proteinas riboso- 
males P geneticamente en detalle y ampliar 10s conocimientos sobre las mismas 
mas alla de 10s que se tenian hasta la actualidad. 
A medida que fuimos avanzando sobre el estudio, sospechamos que este sistema de 
proteinas podia ser un excelente modelo para el analisis de aspectos geneticos 
generales de este parasito. Cuanto mas nos sumergimos en la profimdidad de su 
genktica, mas sorpresas nos deparaba y mas nos entusiasmaba. 
En 1995 llegamos a1 final de este carnino esperando haber cumplido nuestro 
objetivo minimo de arrojar un poco mas de luz sobre la oscura genetica este 
C: Lyt 6 
Figura 1- 
Panel de fagos 
recornbinates 
hibridimdos con las 
sondas radiactivas 
indicadas en la 
fr$ura 
tripanosomatido. & ~ a m o s  taxnbikn haber sernbrado un camino fbrtil para que rnis 
compafieros continuen con este fascinante sistema p6 t ico  de Zcruzi. 
1.2- ObtenciQn dc ADNc que caditican para proteinas ribmomales 
P de T.cruzZ. 
Es conocido, ver introdueci611, que la familia de proteinas ribosomales P en otros 
organismos esta constituida por tres proteinas distintas qw cornparten un extremo 
C-terminal en comh (PI, P2 y PO). En 10s eucariontes infenores las proteinas P1 y 
P2 se presentan en dos variantes eada una ( y ). La proteina codificada par JL5 (que 
a1 momento de ser publicada recibio el nombre de P-JLS) presenta hamologia con 
SONDAS 1w proteinas de tipo P2 (9,14). 
Con el objetivo de obtener secuencias 
de 10s ARNm de todos 10s antigenos 
ribosomales P, se rastrearan dos bib- 
liotecas de ADNc de expresi6n del 
parhito constmidas en d laboratorio 
en el vector GT11, ma de la cepa Tu- 
lahuen (epimastigotes) y otra de la cepa 
RA (tripomastigotes sangufneos). 
For rastreo de atas bibliotecas wn 
anticu(erlros anti-JL5 i n m u n ~ p ~ c a -  
dos de un mero chaghsico, se obtu- 
vieron varios fagos reeombinantes. 
Disposicidnde so sie j c s  w t  Ademh de la secuencia completa de 
10s fagos 
JL52 CH3 L116 G 13 [-EEr] 10s A B N ~  de la protein8 P-JLS se es- 
peraba encontra algunos que codi- 
ficam otras proteinas ribosomales P, 
dado que 10s anticuerpos anti-JLS reconwen la zona C-terminal corn1511 a to& las 
proteinas P, El rnismo suero de un paciente con alto nivel de anticuerpos contra 
proteinas P aisl6 otro recombinante que se llamo JL52 @. Mesri, tesis doctoral, 
- 
UBA, 1990; A. Schijrnan, tesis doctoral, UBA, 1992). Anticuerpos inmmpurifica- 
dos contra este el rnismo, reconocian una proteina ribosomal dd parbito de 38 Kd. 
Sin embargo, JL5 y JL52 no preseatan reaccibn o d a  (AScErijman, tesis dactoral, 
UBA, 1992). 
En un primer analisis, tdos  10s recombinantes aislados usando anticuerpos in- 
munopurificados cmtra estos dos antigenos recombinantes heron probados por el 
ensayo de placas de lisis. 
Figura 2. [- AGR- WGATGFSA TOCCCTTTGG TC~PGTTTAC 150 
Secuencia W T G C A G C  GGCATGeAAC GTGCC- -C TGCGTCACTG 100 CTCTAGAACA TaCTGCCCGC CGTAT'PTQGC GTG%XXGk 150 
contenida an el CTtXMGGC& TCTTGCAGTT CGGCAXTTT TTTTGATTCT GTTTTTTCTA 200 fag0 G13. se TTTATGBATG AhTTTAAAAA 230 
Esto prmitib clasificarlos en dos grupos: 1) aquellos que reaccionaban con 
anticuerpos mti- JL5 y 2) aquellos que reaccionaban con mticuerpos anti- &52. 
Usando una sonda radiactiva JL5 en un ensayo de placas de lisis en el cud se 
ordenaron todos 10s fagos aislados (figura 13, se observ6 que no tdos  10s fagos que 
reaccionaban con el mticuerpo anti-JL5 reaccionaban con la son& de ADN (ver 10s 
fagos G- 13 y Lyt 6 por ejemplo). 
Luego, las son& marcadas G13 y Lyt 6, cuyos ADNc codificm productos 
reconocidos por anticuerpos ad- f l5  pero no reaccknaban con fagos positives para 
la s o d  JL5, tampoco reaccionaban entre si (figura 1). Posiblemente estos fagcrs 
codidcaban otras dos proteinas ribasomales P distintas a JL5. Por lo tanto, G13 y Lyt 
6 se seleccianaron para posterior c a r a c t ~ c i d n .  
Entre 10s fag03 que se agrupaban eon JL5, solo el fago 5D fue seleccionado porque 
presentaba un ta~aBo de insert0 que ao era el esperado para u~la proteins de tipo P2. 
Los fagos ClB y JL52 man serolbgicamente cross-reactivos, sin embargo sus ADN 
presentaron dkbil rewci6n c m d a  en este enstyo. Como nh&u~,  rwcionaba con 
10s anticuerpos anti-JL5 no se continui, su d i s i s  (ver A. Schijtm~ tesis doctoral, 
vBa, 1992). 
Analisis del recombinante 6-13 
Figura 3 
Secwencta 
contenida en el 
fago M T I .  Se 
reeuadra la . 
zona codifcante 
y se subraya el 
codon stop. 
El fago G13 contenia un insert0 de 220 pb con una zom 3' y una cola poli A. La 
zona codificante comprendia solo 15 minokidos (figuras 2 y 5). 
La region 3' no codificante era distinta de JL5, p r o  la secuencia de amino~cidos de 
la zona codificante mostraba solo que la region C-terminal era igual a la de la 
proteina JL5. 
Con el objetivo de clonar y secuenciar el ARNm completo de GI3 jyra uerificw si 
se trata de m a  proteina P nueva, ss: rastre6 ma biblioteca de ADNc de la cepa RA 
con la sonda radioactiva (313. 
Entre 20000 fagos recombimtes se aislo uno que se &nomino MAT1 y se 
purific6 en sucesivos rastreos. El tamafio de su insert0 es de 320 pb, segh se 
calculo luego de la amplificacibn por PCR. Esto permitia suponer que si bien el 
nuevo ADNc no codificaba el ARNm completo extendia la secwncia hacia el 
- - - - - - - - - -  - - 
AGGGACTGCG T C A C T ~ ~  CTTGAAC~G WAAAACATA CTOGCCGCCG 200 
TATTTGGGGT GTGCATGPICT GOAAOGCATC TTGCAGTTCO GCAACTTTTT 250 
TTTGATTCTG TTTTTTCTAT TTATGAATGA ATTAAAAAAA aAAAAAaAAA 300 
aAAaAAAAAA AAMUXAATT C 321 
extremo 5'. 
El product0 de PCR se fosforilri y se subclano en el fago M13mplO digerido con 
SmaI. Luego de la transformacibn se pd1c6  el ADN de varios fagos. 
Las cadem complementarias se secuenciaron p r  la tkcnica de Sanger. 
La secuencia d~ MAT1 contenia un Imga region poli A (32 bases) y una secuencia 
de 320 bases. La secuencia es 66 bases m& larga que (313, extendikndola 20 
arninoacidos en direcciirn N-terminal (figuras 3 y 5). 
La secuencia aminoacl'dica deducida permite observar la zona "bisagra" r i a  en 
alaninas y confirma la presencia de 10s residuos lisina, ausentes en JL5 y caracteris- 
ticos de atras proteinas P eucluiontes en el extremo C-terminal (figwra 5). 
Analisis del recanbinante Lyt 6 
- 
El fago Lyt 6 era una proteina ribosomal P por su reactividad inmunol6gicaY per0 
1 seguramente era otra proteina de la familia por su reactividad con sondas de ADN. 
I El fago recombinante contenia un insert0 pequefio de -200 pb. Se secuenci6 por la 
tkcnica de Sanger, previo subclonado en M13 (figua 4). 
GAATTCCCCG CGAAGAAGGA AGAGGAAGAG GAAGACGACG ATATGGGCTT 
TGGTCTGTTT GC AGAAGCCCCT TTCTTGAAGG ATTTACACAC 100 
AAGTGGCATG GTTTTGTTTT TTGTGTTTTG TTTTCTCAAA TATTTATTCA 150 
Prewnta una cola poli A de 25 bases y un m m  abieeo & lecbm que codifica 
I codif-te time -110 bases y no psenta homologia con ninguna de la otras dos 
I proteinas P olonadas. Los 1 8 aminotieidos obtsnidos son idhtioos a 10s de MAT 1, I mnfimando su identidd P, per0 bay Mtrencias nueleotidices quc no cambim la 
I swuemia de anino&cidos. De esta manera se o o m f b a  que Pa13 y P-Lyt6 son el I praducto de distintos genes y no de copiac dc un mismo gee No se p d e  asegurar* 
Figura 5 - 
Comparacidn de 
las secuencias 
proteicas 
contenidas en 10s 
fagos GI 3, Lyt6, 
MATI y JL.5 
6.13 KEEEEEDDDMGFGLFD 
**************** 
Lyt 6 AKKEEEEEDDDMGFGLFD 
*******++*6******* 
WLT 1 W--W-G-PWAKKEEEEEDDDMGFGLFD 
* ** **** * * * * * A * +  * ***+********** 
ASAPTAAAAAS SGNUPAAA-A- - -EEEEDDDMGFGLFD 
sin embargo, si codifican la misma proteina; mas secuencia hacia 5' haria falta para 
determinar esto (figura 5). 
Analisis del recombinante 5D 
El fago 5 D  se relaciona inmunologica y radiactivamente con JL5. Fue obtenido de 
una biblioteca de ADNc camtmida con un cebador sintktico de la regibn C-terminal 
Be JL5 (A. Schijman, tesis doctoral, UBA, 1992). A1 de'teminar el tamailo del 
inserts por la t&nica de "Fill-in" se obtwieron dos bandas: una de 550 pb , B1 y 
m a  menor, de igual intensidad, de 400 pb, B2 (figura 6.A). 
Por su tamailo, B2 pareelst corresponder a1 ADNc completo de PJLS, de alli la 
sorpresa que caus6 la prosencia de B1. En ua primipio se pens6 que el fago 5D 
estaba impurificado con otro recambinante, 
Figu ra 6 - A. 
"Fill-in" de 
dgestiones 
EcoRI. Calle I 
fago 5D. Calle 2, 
fago n?t4 TI.  B. 
Ampli@caci6n por 
PCR del insert0 
de 10s fagos 5JD 
Qcalle 1) y PJLS 
(calle 2) (cita ). 
C PCR del 
inserto 5D 
digerido con 
EcoRI, fcalles l y 
2). Marcadares 
de peso 
moleculur,pAT 
HfnP (A) &I 74 
HaeIlT (B y C). 
Entonces se plaque6 y rastret5 radiaetivafllente a muy baja densidad (10 ufp/placa), 
pero todas las playas de lisis voivieron a dar sefid positiva in&cando que el fago 
estaba puro. 
Era probable entonces que 5D contuviera a B 1 y a B2 como un iinico inserto con 
un sitio EcoRl intern. 
I 
Para c0rnp"~bmlq el imwto m m@ificd por PCR us& & a m  &pee;nks a1 
sieio de eIm&do. 81 I31 y B2 a t h  m el mime fago se &?%a mplf io~r  ma &~ic@ 
ban& que &era la BMna de B1+32, si pier el cantriwio am dcts % g ~ s  que wpurificae 
Eran se &baa repetir el pat& dei "fill-in". El resarItad~ se obswa en la figmi 6. Se 
d e t d  ma wh bandit de 940 gb q~ podia ser la sms de B1 y £32 (figwa 6.B). JA 
~mpasir6n GOB P L 3  mwRstra la &fcmQa que d s t e  mtre 10s tzmmfkm de ADNG. 
Si rredmant~ era 1a sma de dot? bmdmP el ~ o d u d o  d~ PCR debia cortame tan 
EcoR1 y reprdwh d p@h dd "fill-h". Coglo se muem en la part@ C & h figprts 
6, e1 cagte genera ban& de 560 pb (B13.ceMylk i) y 420 ph (l32fcebddar 2). 5e 
cxmfbwb~ mi que BI y B2 es* cantmidas ien el fago 5D. 
Bin embargo2 d &l i-o ma muy pmde si ~E~KIBOS en w t a  que &bJa 
d c a u r  pW.8 Prn.  
h das M s  se pwifi~won por sepmda5 s s&Ionwon en M13 y tm 
smua~h~n .  
El insert0 I32 oontda 414 hams c@ ma mm 5' ner mdifimte & 162 W s  y un 
~bierta de lecbm de 321 k. La I W U ~ &  d a b  parrr; d mansajmo 
coznp1eto otm wpia PJLS y Dwt 1s 61timas 22 baxs &l S;L eja el :ID 5' 
[BgWa 71 
El iwerto B1 cat ime 569 b w s  y dpxn te  a am sitio de dm& EmR1 se 
meuentm la smemia &l oligumucl&$ido, de &S & para h mmimcd9rn de h 
bibliottm (subrayah en la figam 7]+ Em tzpiicaba el del ADNE; am ~isi en 
n%a@ r t r m  de lwW& se e~ccmtxaba k mencia  de Plas. Sin embargo, hay m 
w ~ o  k%biwt~ de h ~ W t  de 1 17 Srmi11obidcr1 qw m iniaia cm un AT6 en Isl paSici6~ 
149 y €~t?;mh wn un &Qn stcq en k gosi&n 500, dtqandk, la ixxxmtda del 
sEigon~:l&tido en la z m ~  3' m cddamte. h QWUW dm mama SOB immmpMas 
C O ~ I ' R S  aQp. 
Pwteri~~mg:nte, otro~ f'p rmmbinmtes id-tm abtidos l lmab 
=cwncil1 i&nti'ca p3 BL, a q u e  en 10s tres s a s ~ s  m;ers mrk Su posi&n SE 
iu&ca en la dgura 7. 
Evidentermente e t  oli$~nwldtidsi era cam de fi& (no nWme31te e;n m 
Figura 7 - 
A. Secuencia de CGTTTCTGTACTATATT h 
la bandaB2 de 
jQ- Recuadrah 
semarcala 
secuenciaparcial 
delSZ' 
TCaG ATG AAG TAC CTT GCC GCT TAT GCT CTT GTT GGC CTC TCA GGG GGG ACC CCC TCA 
M K Y L A A Y A L V G L S G G T P S  
~ 1 9 ~  TCT GCA GTT GAG KC GTA TTG BAG GCT GCC GGC GTT CCT GTC GAT CCT TCT CGC 
K S A V E ~ V L K A ~ G V ~ ~ V D P ~ R  
GTG GAT GCA CTT TTT GCC GAG TTT GCA GGC AAG G&2 CTT OAT ACG GTA TGC ACT GAA 
V D A L F A E F A G K D L D T V C T E  
GGC &AA TCG AAG CTT GTA GGA GGG ACA CGT CCC AAT GCT GCC ACC GCT TCT GCA 
B.Secuenciade 
la ban& BI de 
5D. Subrayada se 
sefjalala 
secuencia que 
presenta 
hom~lo@a con 
cebador 
espeezjjco p dP 
&mienao de otras 
semencias TGTTGCTGTT W G G G T T C G  TAETTGAATT CGTTTAGTCC 360 
-Po2 
G K B K L Y G G A T R P N A A T A s A 
CCC ACT W C  GCT GCC GCC GCC TCT AGT GGT, GCC OCC GCG CCT K T  GCA GCT GCG GA& 
P T A A A A A S S G A A A P A A A A E  
GAG GAG GAG GAC GAT GAC ATG GGA TTT GGT CTT TTT GAG TAA 
E E E D D D M G F G L F D - 
I ~ & D c G  ATGCCCGTGT AGTGGACTGC CATGGCGTTG AC-GCGG GGOTTAGGG 60 
,TTCGATTCEG ULGAGGGAGC CTYLGAAATA OCTACCACTT CTACGGAGGG CAGULVfGC 1 2  0 
para constnrir la 
biblioleca. Las 
ohtenidas que 1 CATCCACTTC GGATTGGTGA CCCATGCCCT T G T G G T C ~ T  GAACAGACAT TCAOAAACAA 42 0 
1-b 68 o o 
GCTTTTGCAT TGTCGTTTTC AATGGGGGAT ATTTAigACCC A T C U T C  GAGTAACAAT 2 4 0  
I CGTCATTTTT TACTGSGACT AARRRAGTGT GXCAAAGCA GTCATTCGAC TTGABTTAGA 5 4 0  
con la banda 32. 
totalidad) con otro mensajero del parasito y se clono en esta biblioteca. 
La secuencia de B1 se comparo en el banco de datos de secuencias EBI (European 
Bioinformatics Institute, Oxford, UK). 
La comparacion de la banda B1 dio el siguiente resultado: 
Se obtuvo un 98.5 % de homologia con la subunidad pequefia del ARN ribosomal 
de Xcruzi (ver figura 8..) 
Dio ademhs 89.6 % de homologia con la misma subunidad de ARN ribosomal de 
Leishmania donovani; 89.4% con Crithidia fasciculata; 87.4% con Typanosoma 
I 
brucei. 
AAAACACGGG AGTGGTACCT TTTCTCTGAT TATCGCATGT CATOUTGCC AGAGGGCGCC 180 
Figura 8 - 
Comparacidn de 
la ban& BI de 
JD en el banco de 
dafos del El31 
Se muestra la 
homolagia 
obtenida con la 
subunidad menor 
del ARN 
ribosomal de 
T. cruzi. Se realizd 
la comparacidn 
con CUTOFF = 
300 y K T W  = 4. 
CUTOFF : 300 KTUP :4  
TARGET : CknBrtnk database RELEASE : R74.0 
GROUP NAME : lnvartebr8te 
2 TWSSRIWA >T.CRUZI SMALL SUBUNIT RIBOSOMAL RNA OE 99.5 548 1 132 2154 
99.5% identity in 548 bp overlap, initial s m :  1132 o p t h i x e d  scor~;:  2134 
10 20 3 0 4 0 50 6 0 
5DBANDAl.SEQ GAATTCCGCGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGCI:GTTGACGG~GCGGGG~TTAGGG 
...................................................... 
.....*.............................. '.........,... 
TRBSSRRMA TCAGCCAGCGATGGCCGTGTAGTGACTGGCATGEGTTGaCGGGA~~GATTAGGG 
350 3 60 370 380 390 400 
7 0 8 0 90 100 110 12 0 
5DBWAl.SEQ TTCGaTTCC.GEA~GGGaGC:CTGAWTAGCTACCACTTCTACGAG~AGCAGXE 
............................................................ 
............................................................ 
TRBJSRRNA TTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTCTACGGAGGGCAGCAGGCGC 
410 420 430 440 450 460 
13 0 140 150 160 17 0 189 
5DBMDAi.SEQ G C b A R T T G C C C A A T G T C - G A T G B G G C A G C C  
............................................................ 
............................................................ 
TRBSSRRNA GCAAATTG(JCCAATGTC~GBTGAGGCAGC@RAZiGAAATAG&GCCGACAGT 
470 48 0 4 90 500 510 520 
190 200 2 10 220 230 240 
5DBANDAl.SEQ GCTTTTEATTGTCGTTTTCAlbTGGGECATPITTT~CCCATCUTCG~GTUC~T 
............................................................ 
............................................................ 
TRBSSRRNA GCTTTTGCATTGTCGTTTTCAATGGGGGATATTTAaRCCCATCcAZ4AATCGAGTAACAAT 
530 540 550 560 570 580 
250 2 60 270 280 290 
5DBWDAl.SEQ TGGAGCACAAGTCTGGTGC~~A-CCGC-GTAATTCCAGeTCC~GCGTATATTAAT 
........................ :::: x::i:::::::i:::::::::::'::::::: 
TRBSSRRNA TGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCAGCTCC~G€GTAT~AAT 
590 608 610 620 63Q 6r30 
300 310 320 330 340 350 
5DBANDAl.SEQ G C T C T T G C T G T T A ; k B G G G T T C G T A G T T G P L A T T G A I i T  
............................................................ 
............................................................ 
TRBSSRRMA GCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAATTW1GGGCCTCTaAGGCGCAATCGTTTAGT 
65 Q 660 670 680 690 700 
3 60 370 38 0 390 400 410 
5DBANDA1.S.EQ C C C A T C C A C T T C G G A T T G G T G A C C C A T G C G C T T G T G G T C  
............................................................ 
............................................................ 
TRBSSRRNA CCCATCCACTTCGGATTGGT(iACCcATGc:CCTTGTGGTCCGTWCAljACATTCAGAAAC 
710 720 730 7 40 750 7 60 
420 A30 440 450 460 470 
5DBANDAl.SEQ WCACGGGAGTGGTACCTTTTCTCTGATTATC6CATGTCaTGGATECAGAGGGCG 
............................................................ 
............................................................ 
TRBSSRRNA AAAAAACACGGGAGTGGTACCTTTTCTCTGATTATCGCATGTCATGCATGCCAGAGGGCG 
770 780 7 90 800 810 820 
480 4 90 500 5 10 520 530 
5DBANDAl.SEQ CCCGTGATTTTTTACTGTGACTA?4&AAAGTGTGACC~~Gl!CATTC~CTTWTTA 
............................................................ 
............................................................ 
TRBSSRRNA CCCGTG~TTTTTT3LCTGTGACT~GTGT~CCRAAGCAGTCATTCGACTTEARTTA 
830 8 40 850 8 60 870 880 
5 40 550 560 
5DBANDAl.SEQ GAAAGCATGGGATTTGGTCTTTTTGGAATTC 
............ 
.....,...... X 
TRBSSRRNA GAAPIGCAT GGGATAACAAAGGAGCAGCCTCT 
8 90 900 910 
2.1- Puesta a punto y obtencidn de secuencias dc ARNm dc 
proteinas P cornpletas usando la tdcnica de ARN-PCR en Xcrrrzi. 
U na vez obtenidas secuencias parciales de las nuevas proteinas P, el siguiente 
objetivo h e  obtener sus secuencias completas. Las secuencias parciales de 10s 
ADNc GlS(MAT1) y Lyt6 permitian distinguir si se trataba de dos genes que 
objetivo de este 
capitulo fue 
obtener las 
secuencias 
completas de las 
proteinas 
ribosomales P, 
analizarlas y 
clasificarlas. 
codificaban para la misma proteina o correspondian a dos de proteinas P diferentes. 
Para llevar a cab0 este objetivo, se pus0 a punto una tecnica de PCR partiendo de 
ARN total como templado, tal como se describe en materiales y mt5todos. 
La idea del experiment0 se basa en que todos 10s ARNm de T.cruzi comienzan 
con una secuencia lider de 39 bases (SL). Asi, si se tiene information sobre la 
secuencia 3' de un ARNm de interes, se puede diseiiar un oligonucleotido sintetico 
correspondiente a esa zona para usar como cebador 3' en una reaccion de PCR. 
Como la secuencia 5' de ese mensajero no es conocida se puede usar como 
cebador de esa zona un oligonucleotido que corresponda a la secuencia del SL. Este 
cebador se apareara con todos 10s ARNm, per0 la especificidad de la reaccion esta 
dada por el cebador 3' especifico de la secuencia que se quiere completar. Esta 
tecnica puede ser considerada como una variacion de la tecnica de PCR anclado 
(anchored PCR) o RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) (61), ya que la 
secuencia de SL puede actuar como un anclado natural en la arnplificacion de 
mensajeros de tripanosoma. 
Para poner a punto este protocolo se preparo ARN total de epimastigotes de 
T.cruzi de la cepa RA con un rendimiento total de 3 mg de ARN en excelente 
estado a partir de 1 g de parasitos. 
El disefio de 10s cebadores se hizo de la siguiente manera: 
A) Para el cebador 5' (oligonucfe6tido basado en SL) se usaron las primeras 20 
bases de la secuencia de 39 (OLIGO MX) 
5'- AACGCTATTATTGATACAGT- 3' Tm= 52C 
B) Para el cebador 3 ' que correspondia a1 recombinante GI 3 se usaron las 1 8 bases 
rio abajo del codon de tenninacion de la traduccion. Este oligonuclebtido es 
5'- CGTTGCATGCCGCTGCAC -3' Tm= 60C 
C) Para el cebador 3' del fago recombinante Lyt6 se usaron 23 bases ubicadas a 25 
nuclebtidos rio abajo del codbn de terminaci6n (OLIGO L6 antisentido) (ver figura 
4)- 
5'- CCATGCCACTTGTGTGTAAATCC- 3' Tm= 68C 
/ El m&odo tiene la ventaja que permite usar ARN total y evita la plrificaci6n de 
ARN poli A+, simplificando el mktodo y abreviando 10s tiennpos. 
El primer paso del mktodo es la sintesis de la primera cadena de ADNc a partir del 
ARN total. Esta sintesis se hizo usando hexhmeros a1 azar, tambien puede realizarse 
usando oligo dT como cebador. Sin embargo el uso de h e h e r o s  al azar aumenta 
considerablemente la eficiencia de sintesis. 
El primer ciclo de la reacci6n de PCR es selectivo de las molkulas de interks a1 
unirse el cebador 3' especifico. 
Luego de la sintesis de ADNc a 42OC, una fiaccion de la muestra se utilina para la 
reaccion de PCR agregando 10s cebadores adecuados* es decir OLZGO M X y  OLIGO 
Figura 9- 
A. Callel, 
marcadores 
de PM; 
Calle2, 
I Amplzjicacibn 
GI 3; Calle3, R 
eaccibn sin 
ARN. B. 
Calle I ,  
Reaccibn sin 
ARN; Calles 
2 y 5 ,  
Marcadores 
de PM; 
Calle3, 
AmpliJcaci6n 
Ld; Calle 4, 
Amp1 flcacibn 
G13 Nested 
G13extlOLIGO L6 s e g h  sea el caso. 
Como controles de especificidad, se realizaron reacciones paralelas en las cuales 
no se incluyo ARN o no se incluyo transcriptasa reversa 
Luego de 40 ciclos de amplificacion, 10s productos se visualizaron en geles de 
agarosa. El primer resultado correspondio a la arnplificacion con el cebador especi- 
fico de G13 (figura 9 A.). No se log16 la arnplificacion de un solo producto, sino dos 
bandas principales, sobre un fondo de productos de arnplificacion. 
Un calculo basado en el tamaiio de las proteinas P estimado por western blots y 
comparacion con proteinas P de otros organismos (8,9,10,17), sugeria que la banda 
de 420 pb podria codificar una proteina P completa (aproximadamente 110 amino& 
cidos) incluyendo las regiones no codificantes. 
Para confirmarlo, se utilizo una tkcnica de PCR anidado (Nested PCR) (62). 
Se diseiio un nuevo cebador ubicado a 50 bases "upstream" del cebador G13ext. 
Este se denomino G13int: 
5'- CCTTCTTGGCGTCAGCGGC- 3' Tm= 64°C 
Asi, si el producto correct0 era la banda de 420 pb, entonces el producto de PCR 
deberia ser de -370 pb. 
Simulthneamenie, se realizo la arnplificacion para obtener la secuencia completa 
del ARNm Lyt6. 
Los resultados se pueden ver en la parte B de la figura 9. La amplificacion anidada 
indica que la banda de 420 pb corresponde a1 mensajero de la proteina G13 (calle 4). 
Figura 10. 
Secuencia total 
Para Lyt6 se obtuvo un ihico producto de -490 pb (calle 3). 
Estos dos fiagmentos arnplificados se clonaron en el vector M13mplO con ex- 
tremos romos como se indica en materiales y m6todos. Los fagas recombinantes 
obtenidos se secuenciaron por la tecnica de Sanger sobre las dos cadenas. 
Efectivamente, 10s productos amplificados por ARN-PCR contenian las secuencias 
de G13(MTI) 
completada con 
la secuenciacidn 
de la banda de 
la calle 4 de 
figura 9. Se 
indica 
recuadrado el 
SL, doble 
subrayado 20s 
codones de 
iniciacibn y 
stop Y 
subrayado el 
I 
CGCTATTA TTGATACAGT TTCTGTACTA TATT TCGA AGTCTCTTTA CGCCACCTCA 60 
GCCATGTCCA TGAAGTACCT CGCCGCATAC GCCCTTGCGT CGCTGAACAA ACCGACACCA 120 
- - 
GGCGCCGCCG ATGTGGAGGC CATCTGCAAG GCCTGCGGTA TCGAAGTTGA GAGCGATGCA 180 
CTCTCGTTTG TCATGGAATC CATTGCCGGC CGGAGCGTTG CCACTCTCGT GGCGGAGGGC 240 
GCGGCGAAGA TGAGCGCTGT TGCCGTCTCC GCTGCTCCTG CTGCCGGTGA TGCGGCCGCT 300 
CCTGCTGCTG CTGCTGGCGG TGCCGCCGCC CCTGCCGCCG CTGACGCCAA GAAGGAAGAA 360 
GAGGAGGAGG ACGATGACAT GGGCTTTGGT CTGTTTGACT AAGTGCAGCG GCATGCAACG 420 
TGCCGGAGCA GAAAGGGACT GCGTCACTGC GCACTTGAAC AAGGAAAAAC ATACTGGCCG 480 
- 
CCGTATTTGG GGTGTGCATG ACTGGAAGGC ATCTTGCAGT TCGACAACTT TTTTTTGATT 540 
CTGTTTTTTC TATTTATGAA TGAATTAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA lUAAAAA 
que completan las secuencias parcides de GI 3(MAT1) y Lyt6 (figuras 10 y 1 1). 
Las secuencias tienen 10s siguientes niuneros de acceso en el El31 nucleotide 
sequence database : 
X65025 para G13(MATl) 
X65065 para Lyt6 
De acuerdo con las secuencias obtenidas (ver mhs adelante), las proteinas se 
denominaron: 
G13(MAT1)2 TcP2a 
Lyt6, TcP1. 
PJLS (ver el analisis de 5D en el capitulo anterior) se denomino TcP2P. 
Q 
Secuencia tot& I 
de L6 
completada con 
la secuencia de 
la banda de la 
calle 3 de la 
Jigura 9. Se 
indica 
recuadrado el 
SL y subrayados 
10s codones de 
inicracidn y 
stop. 
GCTATTA TTGATACAGT TTCTGTACTA TATT~TGTGA GTCTCAGCCG CCCCCCGCTA 
61 ATTTACTCTC AAGGGAAATG TCCTCCAAAC AGCAGCTTGC CTGCACCTAC GCCGCCCTGA 
-
129 TTCTTGCCGA TAGCGGCAAG ACGGATATGG ACAGCCTGTT GAAAGTGACA AAGGCCGCCG 
181 GTGTTGACGT CAGCAAAGGG ATGGCCTCGG CGTTTGCCAG CATCCTCAAG PJLCGTTGACA 
241 TCAACGACGT GCTCTCCAAA GTGAGCTTTG GTGGTGTTGC TCCTGCTGCC GGTGGTGCCA 
301 CCGCTGCTCC TGCTGCTGCT GCTGCTGCCG CCGCCCCTGC CGCCGCCGCC GCAAAGAAGG 
361 AAGAGGAAGA GGAAGACGAC GATATGGGCT TTGGTCTGTT TGACEGCG CAGARGCCCC 
421 TTTCTTGAAG GATTTACACA CAAGTGGCAT GGTTTTGTTT TTGPGTTTTG TTTTCTCAaA 
481 TATTTATTCA CTCAAGAAAA AATGAGTATA TATATABAAA AAAAAAAaaA AAaAAAAAAA 
2.2- AntiJisis dc Pas secueacias de ARVm de proteinas P de T.criuzi. tlbicacion 
filogenktica y nomenclatura. 
El ARNm cornpleto de TcP2a time 597 bases y codifica para una proteina de 112 
aminohcidos con un PM teorico de 10965.36 Da. Tiene 34 alaninas (Ala) y 18 
residuos Acidos (Asp, Glu), resultando pI estimado de 4.85. La gran mayoria de las 
Ala se encuentran agrupadas en una re@bn denominada "bisagra flexible" presente 
en todas las proteinas P (17). TcP2a tiene homologia de 500h con TcP2P, la otra 
proteina de t i p  P2 de Xcruzi, (figura 12.A, Tabla I) (63). El codon AUG de 
iniciacion esta precedido por 63 bases no codificantes que incluyen 35 bases del SL. 
Un segundo cod6n AUG esta presente a solo dos codones "downstream'" Si se 
considera este cod~n como iniciador, la secuencia TcP2a puede alinearse exacta- 
Figura 12. d n i o  N - T e r m i n a l  10 2 0 30 
las P2 de 
las de levadura 
B* 
Comparacibnde 
1aPIdeT.crwi 
(Tc) con la PI 
humanaoyde 
levaduram 
Y P ~ U  * * * * * * * L L * N A A G - N * * D * T K I K * * L E S  
* * * * * * * L L * V Q G G N A A * S * * * I K * V V E S  
4 0 5 0 60 
TcP~u, C G I E V E S D A L S F V M E S I A G R - S V A T L V A E G A  
T C P ~ ~  A * V P * D P S R V D A L F A E F * * K - D E D * V C T * * K  
~ ~ 2 a  V * * * I * D E K V * S * L S A L E * K - * * D E * I T * * N  
Y P ~ P  V * A *  * D E A R I N E L L S * L E * K G * L E E I I * * * Q  
R e g i o n  B i s a g r a  
8 0 9 0 
TcP2a A K  
'I'cP28 S *  
S * D * *  
D o m i n i o  C - T e r m i n a l  
110 
TcP2a A P A A A  D A K K - - -  E E E E E D D D M G F G L F D  
TCp2$ * * * * *  A - - - - - - - * * * * * * * * * * * * * *  
YP2a * - - - -  E E E * E E E A A * * s * * * * * * * * * *  
YP2P - - - - - E E E * E E E A K * * S * * * * * * * * * *  
B 
r 
D o m i n i e  N - t e r m i n a l  
10 20 
M - S S K Q Q L A C T Y A A L I L A D S G K T D M D S - L L  
HP1 * A * V - S E * * * I * S * * Y * H * D E V * V E T D K I N  
YPla * - * T E S A * - - S * * * * * * * * * E T E I S S E K * *  r 3 I 4 0 5 0 
TcPl K V T K A A G V D V S K G M A S A F A S I L K N V D I N D V  
HP1 A L I * * * * * N * G P F W P G L * * K A * A * * N * G S L  
YPla T L * N * * N * P D E N I W * D I * * K A * D G Q N L K * I  
r Region B i s a g r a  6 1 7 0 8 0 TcPl L S K V  S F G G V A P A A G G A T A A P A A A A A A A A P  BPI I C N *  G A * * P * * * * * A * P * G G P * P S Y *  YPla * V N T  S A - - - - -  G * A A P A G V A G G V * G G E * G  DoPninio C- terminal 
91 100 
TcPl - K K E E - E E E D D D M G F G L F D  
HP1 * E E K K  V E A * * * * S * * S * * * * * * * * * *  
Ypla E * E * E  r K E E E E A K - * * S * * * * * * * * * *  
mente con las proteinas P2. Sin embargo, el uso del primer AUG genera una 
extension de dos residuos (Met-Ser) que es caracteristico de secuencias N- 
terminales de proteinas PI & eucariontes inferi- 
ares (figma 13 y descripcih de P1 mits adelante). 
,Ests extension Met-Ser no se encumtm en las B2 
de otra acarioates. Lmentablemente, el ccon- 
TcP2a SL es la s m o  de KO& (64) no es aplicabie a tripmmo- 
seczreprcia lider mas y 10s intentas de m a r  un consenso cornpara- 
mda varios gnes de T.cm1, no no% dio un resul- 
tad0 clam. 
Efdvmente, con posterioridad a la publicacibn 
de nuem secuencia, se c~nwieron Ias de Leish- 
mania in f i rm y Babesia Bovis (65,66). En estas 
secuencias t m b i h  se & o b e ~ a r  la extension 
de dos miaoacidos en d ex&ino N-terminal 
presente en TcP2a. Estos hechos nos Uevm a 
postular que dectivamente el primer AUG utihdc~ y mta extensibn es -iuaica de 
pmisitcs protozoarios (fiw 14). 
Proteiaa TcPl 
EI ARNm de TcP1 tiem 54 1 bases y mdifica p a  ma pteina dt3 109 m i n & J -  
dos (67). Es la proteina P que concentra el mayor n w r o  de Alr en la regi6n de 
"bisagra flexible", 16 sobre un total de 18 amhkidos (figma 12 B.). TcPl as ma 
proteina kids con un pI estirnado de 5.13. Presenta un mativo ~ ~ i d i c o  interno 
GO(YP)APAAG7 position Be alineamiento 67-74> camcterkdico ck proteinas P1 de 
eucariontes superiores, p r o  no de levdm o ~tozoarios (figura 12 B.). 
Comparte 51% y 40% de homologia con la P1 h- y la P1 de levadm 
respectivamente y tiene la tipica secueneia N-&dnal de proteinas P 1 (Tabla I). 
Figura 14. 
Comparacidn de 
secuencias P de 
distintos 
organismos. Hs, 
humana; Y, 
levadura; Tc, 
T. cruzi; Li, 
Leishmania 
infantum; Rn, 
Rata; Tb, 
Dominio Globular N-terminal 
1 10 20 30 
Dominio C-terminal 
40 ... 95 115 
H s P l  MASVSELAC IYSALILEDD EVTVTEDKIN ALIKAAGVNV EPF W... EAKKEESEE S DDDMGFGLFD 
Y P l a  MST--ESAL SYAALILADS EIEISSEKLL TLTNAANVPD EN1 W... KEEEEAKEE S DDDMGFGLFD 
YPlB MS---DSDI SFAAFILADIl GLEITSDNLL TITKAAGANV DNV W... EEKEEEAEE S DDDMGFGLFD 
T c P l  MSSKQQLAC TYAALILADS C-KTDMDSLL KVTKARGMV SKG N... AAAKKEEEE E DDDMGFGLFD 
HsP2 --MRYVASY LLAALGGNSS PSAKDIKKIL DSVGIEADDD R ... DEEKEESEE S DDDMGFGLFD 
YP2a --MKYLAAY LLLNAAGN-T PDATKIKAIL ESVGIEIEDE K ... EKEEEAAEE S DDDMGFGLFD 
TcP2a MSMKYLAAY ALASLNE-PT F G A A D W C  KACCIEVESD A . . . ADAKKEEEE E DDDMGFGLFD 
I YP2B --MKYLAAY LLLVQGGNAA PSAADIKAW ESVGAEVDEA R . . . AKEEEAKEE s DDDMGFGLFD 
T.brucei 
TcMB --MKYLAAY ALVCLSG-GT PSKSAVEAVL KAAGVPVDPS R ... PAAAAEEEE E DDDMGFGLFD 
LIP --MQYLAAY ALVALSG-KT PSKADVQAVL ~ G V A V D A S  R ... KKEEPEEEE A DDDMGFGLFD 
MSTKYLAAY AIASLSK-AS PSQADVEAIC KAWIDVDQA T . . . AKKOEPEEE A DDDMGFGLFD 2:;2 W K Y W S Y  LLAVAAGNEN PSVDDLKKIL DAVGSDWEE C . . . KKPEAEPEE E EDDMGFSLFD 
T c P l  
P 2 a  
P2B 
PO 
Consenso eucari6tico P 
Las proteinas TcP1, TcP2a (G13), TcP2P (P-JL5) se compararon con las secuen- 
cias de rata, Drosophila y levadura (13,16). El analisis de matrices las divide en dos 
grandes grupos P1 y P2 : TcP2a (G13) se relaciona con YP2 a de levadura y P-JL5 
con YP2P, TcPl se agrupa dentro de las proteinas grupo P1 (ver tabla I). 
En concordancia, propusimos una clasificacion de las proteinas P parasitarias 
basada en la nomenclatura de Wool et al. (68) (tabla 2). Por esta razon, como la 
proteina de G13 (MATI) se ubica en el grupo de las proteinas P2, se la denomino 
TcP2a. PJLS se denomino TcP2J3 por agruparse con las P2. En esta clasificacion la 
primera o dos primeras letras indican el organism0 de procedencia, Tc, Try- 
panosoma crwi; Li, Leishmania infanturn, etc (tabla 2). 
Es notorio que las tres proteinas de bajo peso molecular de T c m i  conservan la 
seeuencia C-terminal sin serinas (Ser) EEEEDDDMGFGLFD (figma 5), desvian- 
dose del consenso C-terminal P. La tipica Ser del C-terminal es reemplazada por un 
residuo gluthtnico (Glu), cambio no conservative que afecta la antigenicidad de 
estas proteinas (29, 30, 31). El adisis  filogen6tico revelo que las proteinas P de 
Xcruzi se encuentran entre las mas divergentes de todos 10s organismos, ubi&- 
dolas en una de las b~cac iones  
Tabla I. Homologia de proteinas P 
P1 P2 
Rn Ihn Y P a  YPP TcPl Rn Dm YPP Y P a  XaP2$ T c P 2 a  
Tabla 2. Nomenclatura unificada propuesta 
para las proteinas ribosomales I? de parhitos. 
PI 
Rn 
Dm 
YPU 
yp f i  
T c P l  
P2 
&n 
Dm 
YPP 
Parasitas Nomenclatura Sin6nimos 
protozoarios propuesta 
1.000 0.607 0.434 0.368 0.440 0.298 0.292 0.282 0.330 0.308 0.259 
1.000 0.509 0.396 0.413 0.330 0.330 0.291 0.349 0.308 0.259 
1,000 0.538 0.387 0.255 0.255 0.226 0.274 0.245 9.236 
1.000 0.415 0.283 0.311 0.311 0,255 0.292 0.274 
1.000 0.330 0.312 0.257 0.264 0.346 0.321 
1.000 0.611 0.564 0.547 0.383 0.375 
1.000 0.491 0.472 0.411 0.356 
1.000 0.641 0.402 0.391 
T. c r u z i  
T. c r u z i  
T c r u z i  
T. e r u z i  
T. b r u c e i  
L. i n f a n t u r n  
L . i n f a n t u m  
bovis B. 
B . b o v i s  
T c P l  
TcP2a 
T c P 2 b  
TcPO 
T b P 2 b  
L i P Z a  
L i P 2 b  
B b P 2 a  
BbPO 
TcP1 ,  P 2  
T c P 2 b  
p a 5 ,  
TGPO 
TbP2  ( a )  
L i p *  
Lip 
B b L 1 2 M  
BbL10 
(a)  S . Kunz y N. Muller, pers . com- 
nun. 
- 
> 
mas profundas del dendrogrma I (flgua IS). De becbo 1s separacih 
del grupo P2 de Tcruzi en P2 y P2 
parece ser ma  de las mas antiguas: 
las proteinas P2 y P2 en. Tcruzi solo 
tienen un 50% de hornolagia entre 
ellas, mientras que en levadura al- 
c a m  el 64% (tabla I). Las protei- 
nas P2 de Tetrahymena aparecen 
mas cerca de la raiz del hbol a 
c a w  de la no consmaci6n de la 
zona C-terminal (20) (figura 14), mientras que las proteinas P de bajo peso 
molecular de T. crwi mantienen la conservacibn del extremo C-terminal consenso. 
Alineando mas de 30 proteinas P de diversos organismos se observa que: 
a) Todas las P2 (en posicibn de alineamiento 40, figura 14) conservan un aminoa- 
cido biisico, Lys o Arg. 
Figura 15- 
Dendrograma 
de prote lnas P 
construido con 
el program 
PROTPARS de 
la serie 
PHYLP. A la 
izquierdu se 
ubican las PI y 
a la derecha las 
P2. La zinicu P 
de bajo PM de 
archaebacterias 
se ubica hacia 
arriba. 
Tc=TcPI, 
Tcb = TcP2a 
Tca= TcP2fi 
Tt =Tetrahymen 
a termophila, 
Dd= 
Dictiostelium 
disco ideum, 
SC= levadura, 
Dm= 
DrosophiIa 
me Ianogaster, 
As=Aretmia 
salina. 
b) Las P1 conservan en la misma posicion un residuo Trip. 
Sin embargo, las P2 de parbitos protozoarios no tienen el residuo bkico en 
posicion 40, mientras que TcP 1 y TtP 1, no conservan el Trip. 
Otro residuo conservado en general es la Leu en posicibn 48. Tampoco en este caso 
TcP2a, TcPZfl, TtP2a y TtP2P lo mantienen. 
Obj*: 
El obj& de 
e s t e q h l o  
es ana&arrrlas 
secuenciasP 
don&por 
t r & d n  in 
&oy esh- 
diurlaqre- 
skin desus 
ARNm 
3.1- Andlisis de !as proteinas P pot. transcripcibn y traducci6n ir? 
vifro de los i4KNrn clonados. 
E 1 hecho de que existan en eucariontes inferiores dos proteinas P2 ( a  y 
p) y dos proteinas P1 ( a  y p) sugeria que posiblemente T.cruzi tendria un sistema 
similar. Sin embargo, pese a aislar dos proteinas P2, solo encontramos una P1. 
Estos datos podian indicar que no existe otra proteina P1 o bien que es tan 
divergente que no reacciona con 10s anticuerpos y las sondas correspondientes (el 
ejemplo es TcPO). Sin embargo, 10s datos de western blot parecen indicar la 
existencia de mas proteinas P que las caracterizadas. 
Se decidio entonces transcribir y traducir IN VITRO 10s ARNm de las proteinas 
TcP2a, TcP2P y TcPl para constatar si sus productos correspondian a las bandas 
detectadas en western blots de ribosomas, dado que modificaciones post- 
traduccionales y la conformacion de estas proteinas podrian afectar su movilidad 
electroforetica (7). 
Transcripci6n y traduccicin IN VITRO 
Para realizar la transcripcibn IN VITRO se clonaron 10s ADNc de las proteinas 
TcP2a, TcP2P y TcPl en el plasmido pGEM4Z (Promega, USA) bajo direccion 
de promotor como SP6 o T7. Asi se construyeron 10s plasmidos pTcPlSP6, 
pTcPlT7 y p2PSP6, p2pT7. Para clonar TcP2a se diseiio un nuevo cebador 5' 
proximo a1 ATG de inicio, y se realizo una 
amplification sobre ADN genomico usando 
como cebador 3' G13ext. Esto requirio poner 
a punto las condiciones de PCR dada la in- 
especificidad que se obtuvo con las primeras 
condiciones ensayadas (ver detalles en materi- 
ales y metodos y figura 16). Cuando se logo I 
amplificar una sola banda, esta se clono en I 
pGEM4Z (p2aSP6 y p2aT7). 
Los plasmidos se usaron para sintetizar 10s 
ARNm correspondientes, tal como se describe 
en materiales y metodos, pag.. 
reticulocitos de conejo (Arnersham, USA). La inclusion de Met marcada en I Reacciidnsinadi- 
- - 
Los ARN asi sintetizados se tradujeron IN VITRO en con un sistema de regi6n d $ & e  com- pleta de TS2a I,  
El proceso se esquematiza en la figura 17 y 10s detalles en materiales y I DMO, 50°C 3 ~ 4 ,  
el ensayo pennitio analizar 10s productos de la sintesis por autorradiografia. cionalm. Tm:50 "C. 2, Reaccibn con 1 PA 
gracion de las proteinas P del ribo- I 
metodos, pag.. . 
Las tres proteinas P analizadas 
(TcP1, TcP2ct y TcP2P) migraron 
~ T C P  I S P ~  de acuerdo con lo esperado. La mi- 
gracion de 10s productos neosinteti- 
L- 14,n,llll zados fue comparable con la mi- 
soma analizadas por western blot, 
M m d r m  de PM 5, 
igtmla3,pero a 60°C. 
Lajecgaaicala 
banclir esperada de 370 
pb 
(PM estimado entre 10 y 12 Kd) 
(Figura 18). Se confirmo que este 
1 resultado representa la proteina 
I'rndacc~cx~ In \ibo 
an1 1155] tiw11nslln 
-- 
t 
completa sintetizada in vitro por 
dos criterios: A) amplificando a 
partir de 10s ARN sinteticos toda la 
region codificante y B) verificando 
I CAPITULO 3 
Fwra 18- 
A. 1, Producto TcPl 
traducido in v i m  2, 
I ~ p r e c i p i t a c i d n  de 
Icon Acde  suer0 
lzipiw P+. 3, mar- 
cudores de PM['Qc] 
(Amersham, W). 
B, Western blot de rib& 
s o m  de X m i  1, se 
us0 suero de mpa- 
ciente chughico 
crcinico. 2y 3, se usd 
suero depcientes I@- 
cos P +. 4 marcadorres 
por inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-P de paciente Iupico la pro- 
teina neosintetizada (precipitacion positiva implica conservation del ex- 
tremo C-terminal de la proteina) (figura 18 A., calle2). Asi parece ser que 
la proteina de 17 Kd que aparece en western blots no ha sido clonada 
todavia (figura 18 B., calle 3). 
Los western blot revelados por suero lupico P+ (figura 18 B., calles 1,2 y 
3) muestran 3 bandas en la zona de bajo peso molecular (alrededor de 12 
Kd), ademas de una proteina de 17 Kd y la PO de 37 Kd. En principio estas 
tres bandas corresponden a las tres proteinas clonadas, y queda abierta la 
pregunta sobre la identidad de la banda de 17 Kd. 
I La reacci6n de esta oroteina con 10s anticuemos antip define su oertenencia 
C 1, marcadores de 
PM'~ c (Arnersham, a la familia P ribosomal, pero su secuencia aminoacidica no es conocida y 
USA). 22 3, ~ r - 0 ~  en todas las experiencias de clonado no existe ninguna secuencia P que 
TcP2B 
TcP2arespectivamente corresponda a este tamaiio. 
tr&rd~s in vitro. 
3.2- iiniilisis de la expresibn de ARNm por clonado usando 
ART-PCR y por clonado usando una biblioteca de expresion 
en hgtll 
Con el objetivo de clonar la proteina P de 17 kd y continuar el analisis de 
la expresion de las otras se emplearon dos estrategias: 
A) Amplification por ARN-PCR de todas las posibles proteinas ribosoma- 
les de bajo peso molecular usando como cebador 3' una secuencia consenso 
de la region 3' que codifica para el extremo C-terminal , esperando poder 
amplificar 10s ADNc de todas las proteinas P presentes en T.cruzi (con 
excepcion de PO). 
B) Rastreo sobre una biblioteca de expresion de ADNc de T.cruzi estadio 
tripomastigote sanguine0 (P. Levy-Yeyati, tesis doctoral, UBA, 1992), 
usando suero de pacientes lupicos con alto titulo anti-P. Se esperaba 
identificar todas las proteinas que contienen un motivo P ribosomal en la 
region C-terminal. 
Usando la estrategia A se arnplificaron de 3 
bandas de 350, 400 y 750 pb (figura 19). Esta 
imagen se asemeja a la observada en western 
blots, dado que las bandas de 350 y 400 pb de 
ADNc amplificadas podrian codificar para pro- 
teinas de alrededor de 12 Kd (observar la calle 2 
de la figura 19, en donde se amplifico el ADNc 
de TcPl como control). La banda de 750 pb, 
podria generar una proteina de alrededor de 20 
Kd. 
Elgum 1% 
1, m - P C R  sobre 
m t o t a l a k  T ~ i *  
mar& un cabador con- 
s m o  3' P y el cebador 
del SL.2, Ampl$cacibn 
ak TcPl con 10s mimnos 
cebadores corm a n -  
bvl. 3, marcadbres de 
PM Se indium 10s 
t d  de lm 3 ban- 
& q I W .  
Los productos se clonaron en el fago M13 y se seleccionaron 21 fagos 
recombinates para su secuenciacion. 
Las secuencias demostraron que las bandas de 350 y 400 pb estaban 
/ rnayoritariamente representadas por 10s ADNc de TcP2j3 (6 secuencias) y 
I TcPl (5 secuencias) respectivarnente. Otras seis secuencias eran productos 
I inespecificos de amplificaci6n y cuatro eran deleciones. Estas secuencias, 1 figura 20 A., corresponden a regimes 5' de ARNm desconocidos identifica- 
A, Secuencim de am- 
plg?cacidn inespec@m 
que co~respo&n a re- 
giones 5 'de ARNm 
Subrayado en negro se 
seiiulan 10s sitios de 
clonado Smal. Sub- 
rayudo en m d n ,  la 
Fligura 20. 
Clon A 
dos como tales por presencia de SL y el ATG de inicio. 
A. 
AAGTAATAGACGTGCACGTCGAAACTGGA?ATAGTTTTTTTTCTTTTCTTGCGA ATG GCG AGC AAA CAG ACG 
M A S K Q T  
CCA CAC ACC GAT GGC GAG M C  TCT TCA GCG GGG AAA ATT AGA GGA CTT GAG 
P H T D G E N S S A G K I R G L E  
~ecuencia del SL Re- I Clan B 
la reaccidn de PCR 
El clon C es un pro- 
duct0 de ampl$cucidn 
inespecijGw debido a 
ATG ACG CGT CAA GCA GCA ATT TCC GAG GGGATTTGGTCTTTTTGA 
M T R Q A A I S E  
Clon C 
PCR que lm prodwtos 
de A. Se r e d a  en 
~ o ~ ~ b ~ o r e ~ .  
B. Nueva vmirmte de 
TcP2j3 obtenida en la 
,.-idn de 
C C C + ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ c - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  
GTGTTTTGTTTTGGTGGTATCTATATTATGTGGTTTTTTTGAATTGTATTAGWCTGTTATMT~TTCTGGTTGTTT 
GACATGGGATTTGGTCTTTTTGA~~ 
CCC~CGCTATTATTGATACAG~TCTGTACTATATTGTTGTCTTGT~G ATG AAG TAC CTT GCC GCT TAC 
I I M K Y L A A Y  
aJ el sitio Hmdlll mu- 
tado. 
GCT CTT GTT GGC CTC TCA GGG GGG ACC CCC TCA AAG TCT GCA GTT GAG GCC GTA TTG A M  
A L V G L S G G T P S K S A V E A V L K  
GCT GCC GGT GTC CCT GTC GAT CCT TCT COT GTG GAT GCA CTT TTT ACC GAG TTT GCG GGC 
TePZ P-RA 
A A G V P V D P S R V D A L F T E F A G  
AAG GAC TTT GAT ACG GTA TGC ACT GAA GGC AM T C G F a G T A  GGA GGG GTT ACA CGT 
K D F D T V C T E G K S K L V G G V T R  
CCC AAT GCT GCC ACC GCT TCT GCA CCC ACT GCC GCT GCC GCC GCC TCT AOT GGT GCC GCC 
P N A A T A S A P T A A A A A S S G A A  
GCG CCT GCT GCA GCT GCG OAA GAG GAG GAG GAC GAT ATG GGA TTT GGT CTT TTT GACl 
A P A A A A E E E E D D D M G F G L F D  
0000 
-
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No se obtuvo ninguna secuencia de TcP2a. Para TcP2P se obtuvo la 
secuencia de una variante, figura 20 B., que no habia sido descripta 
previamente (A. Schljman, tesis doctoral, UBA, 1993). Esta variante pre- 
senta 6 sustituciones nucleotidicas con respecto a las ya clonadas que 
determinan un polimorfismo en un sitio interno HindIIl y un cambio 
aminiacidico en posicion 43 (figuras 7 y 20 B). No se obtuvo ninguna 
secuencia correspondiente a la banda de 750 pb. TambiCn fracas0 el intento 
de clonar la banda. Finalmente, la secuencia directa sobre el templado PCR 
(banda de 750 pb) dio una lectura parcial de la region 5' que no mostro 
homologia con ninguna proteina P. Sin embargo, 10s datos no descartan que 
esta banda pueda codificar para la proteina P de 17 kd. 
Un resultado importante de esta experiencia de ARN-PCR se relaciona con 
el nivel de expresion de 10s genes P. Teniendo en cuenta que 10s transcriptos 
de TcP 1, TcP2a y TcP2P tienen la misma probabilidad de arnplificarse por 
poseer: 
longitudes aproximadamente similares 
homologia de 100% entre cebadores y secuencias de 10s ARNm, 
se puede concluir que la cantidad de secuencias arnplificadas podria estar 
realcionada con el nivel de expresion de 10s ARNm correspondientes. De 
acuerdo con esto, TcP2a tendria el menor nivel de expresion de las tres 
proteinas P. 
Usando la estrategia B, se rastreo una biblioteca de ADNc en hGTl ldel 
estadio tripomastigote sanguine0 de Tcruzi. Estos tripomastigotes se obtu- 
vieron de ratones infectados con alta parasitemia (P. Levy-Yeyati tesis 
doctoral, UBA, 1992). El rastreo se realizo con un suero lupico con altos 
niveles de anticuerpos anti-P. Se aislaron 12 fagos recombinantes denomi- 
nados RAL. Con 10s fagos purificados se realizaron ensayos de placas de 
lisis con suero de pacientes chagasicos con altos titulo de anticuerpos anti-P. 
Este analisis permitio clasificar 10s fagos en tres grupos: 
LAY1 1 U L U  3 
I 
FAGOS 
(pb) 
RALl (220) 
* fagos recombinantes cuyos insertos fueron secuenciados. 
RAL2 (450) 
RAW 
(450)" 
RAL5 (220) 
A) 6 fagos recombinantes que reaccionaron intensarnente con ambos sueros. 
B) 5 fagos recombinantes que reaccionaron debilmente con suero 
chagasico, per0 intensamente con suero lupico. 
C) 1 fago recombinante que no reacciono con el suero chagasico, y lo hizo 
debilmente con el lupico. 
Cuando el mismo ensayo se hizo usando sondas radiactivas de 10s ADNc de 
proteinas P, solo TcP2P reconocio todos 10s fagos ubicados en el grupo A 
(tabla III). 
Fagos de 10s grupos A y B se subclonaron y secuenciaron (marcados en 
la tabla 111), el grupo C no se consider0 de importancia para el analisis en 
ANTICUERPOS ANTI-P+ 
SUER0 CHAGASICO 
+ 
++++ 
++++ 
+ 
ANTICUERPOS ANTI-P + 
SUER0 LUPICO (SLE) 
++++ 
++++ 
++++ 
++++ 
SONDAS DE 
ADN 
TcP2a,TcPO, 
TcPl 
- 
SONDAS DE 
ADN 
TcP2fl 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
esta tesis. Los 3 fagos secuenciados del grupo A corresponden a distintas 
variantes de TcP2P. 
Sorprendentemente, las dos secuencias obtenidas del grupo B codificaban 
para porciones de proteinas ribosomales P1 de raton (98 y 34 aminoiicidos 
respectivamente, figura 21). Esto se explica porque 10s tripomastigotes se 
obtuvieron de sangre de ratones infectados. En estas preparaciones de 
parasitos, siempre existe un cierto grado de contaminaci6n con cClulas 
sanguineas del huksped (en particular globulos blancos), razon por la cual 
hay ARNm de raton representados en la biblioteca. 
+++ DNA TRANSLATION *+* 
1 -PC GAC GAC GAG GTG ACG GTC ACG GAG GAT AAG ATC AAT GCC 
1 E F H D D E V T V T E D K I N A  
4 9  CTC ATT AAA GCA GCT GGT GTC AGC GTC GAA CCT TTC TGG CCT GGC TTG 9 6  
1 7 L I K A A G V S V E P F W P G L  3 2  
97  TTT GCC AAG GCT CTG GTC AAT GTC AAC ATT GGG AGC CTC ATC TGC AAT 1 4 4  
3 3 F A K A L V N V N I G S L I C N  4 8  
145 GTA GGG GCT GGT GGG CCC GCT CCA GCA GCT GGA GCT GCG CCT GCT GGT 1 9 2  
4 9 V G A G G P A P A A G A A P A G  64 
1 9 3  GGT GCT GCT CCA TCC ACT GCC GCC GCC CCA GCT GAG GAG AAG AAA GTG 240 
6 5 G A A P S T A A A P A E E K K V  8 0 
2 4 1  GAG GCA AAG AAG GAA GAG TCC GAG GAG TCT GAA GAT GAC ATG GGC TTC 2 8 8  
8 1 E A K K E E S E E S E D D M G F  9 6 
2 8 9  GGT CTT TTT GAC T E  ACT GCT TTT GTT AAG TTG GCT AAT AAA GAG CTG 336 
97 G L F D  100 
3 3 7  AAC CTG TAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AF-~ 380 
Esta proteina P de raton, desconocida hasta la fecha, tiene todas las 
caracteristicas de las proteinas P de bajo peso molecular de marniferos. Su 
region C-terminal es 100% homologa I . -- 
,- 
' r.?.: I , 4 ' 4  
a la humana. La reactividad diferen- 1 %.4' . I 6 4  2 
r j  . d. 
cia1 de estos recombinantes es de im- 
Fwra 21- 
Seaencia delADNc ak 
laproteiha PI de rat6n 
u k M  wn el suer0 
Ieiw. S u b r e  en 
negro se muestra la se- 
cuencia mm P. 
Subr& en verde 
esth la seM cornenso 
depoI&iluciidn eu- 
cmiota R e d &  se 
muestron los sitios 
EwRIde clonado, 
Ergurn22 
PaneIes defagos re- 
w ? n b i r l a n t e s ~  
wn distintossueros: 1-5 
portancia para el analisis de 10s feno- 
~ a suemdepacientes 3 4 chagcisimwnom=. 
menos autoinmunes en la enferrnedad 
,% ,Ly,2 )Y . 82,s. :+. dio* 4 -0 lzipico 
de Chagas. En efecto, 10s sueros de .# - 
-k @ -6 : a" 
pacientes chagbicos reaccionan debil- 5 . kr -. -& . .  . 6 
- #*. %.;$$ 
mente con las proteinas P de raton 
per0 muy intensamente con las protei- 
P+ . JL7, antgeno 
Jagelar que reacciona 
con t& los suem 
chagcirim cr6nim. 
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nas P del parasito, como lo demuestran 10s recombinantes del grupo A. 
Teniendo en cuenta que 10s anticuerpos anti-P de pacientes chagisicos y 10s 
autoanticuerpos anti-P de pacientes lupicos tienen afinidad por 10s 13 
aminoacidos C-terminales de las proteinas P del parasito y del hospedador 
(ver introduccion), la debil reaccion del suero chagasico con la proteina P 
marnifera (figura 22) solo puede explicarse comparando las secuencias 
C-terminales de las proteinas correspondientes: 
P 1 raton: EE S EDDMGFMLFD 
TcP2P: EE E DDDMGFGLFD 
La comparacion revela que la h i c a  gran diferencia entre ambas es el 
cambio no conservativo de una serina por un acido glutamico. Experiencias 
inmunologicas utilizando las proteinas recombinantes y pkptidos sinteticos 
confirman que, tal como se observo en el rastreo inrnunologico, la secuencia 
C-terminal de la proteina mamifera es menos antigenica frente a1 suero 
chagasico que la secuencia C-terminal de la proteina del parasito 
(D.Kaplan, tesis doctoral, UBA, 1995). De estos resultados se desprende 
que si bien existe un cierto nivel de autoinrnunidad anti-P en sueros 
chagasicos, esta auto reactividad es diferente de la observada en sueros 
lupicos. En Chagas entonces la reactividad auto anti-P seria product0 de una 
reaccion que, en un primer termino, esta dirigida contra la proteina riboso- 
mal P del parasito (3 1). 
Si bien de este rastreo no se obtuvo ningim fago que codificara para la 
proteina de 17 Kd, las conclusiones obtenidas heron igualmente impor- 
tantes. 
El conjunto de las experiencias A y B permite conclusiones adicionales. 
Parece existir una diferencia en la expresion de 10s genes de las proteinas P. 
Observese que en A se trabajo con ARN de epimastigotes y no se obtuvieron 
ADNc de TcP2a y en la experiencia B trabajando con tripomastigotes 
sanguineos no se obtuvieron ADNc de TcP2a y TcP 1. 
3.3- Anilisis de la expresicin de ARSm por Korthern blot 
usando distintas condiciones de tempcratura en parasites lhr 
VI C/O. 
Para investigar diferencias en la expresion de las proteinas P, se realizaron 
ensayos de Northern blot y Dot blot. La fuente de ARN en estos ensayos 
heron epimastigotes que se sometieron a un tratamiento de shock tCrmico, 
uno de 10s factores necesarios para imitar el pasaje del epimastigote, que 
vive a 28°C en el intestino de la vinchuca, a la sangre del hospedador 
mamifero, a 37°C. Los epimastigotes se crecieron a 28°C hasta alcanzar la 
fase exponential tardia en medio liquido LIT, y luego se procedio como se 
muestra en el siguiente esquema. 
b 
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Luego de las incubaciones, 10s parisitos se cosecharon rapidamente, se 
resuspendieron en GTC y se preparo ARN total de cada condicion de 
cultivo. Los ensayos de cuantificacidn por Dot blot se realizaron sembrando 
cantidades crecientes de ARN total. El ARN sintetico de TcPl se uso como 
control de concentracion. Las sondas utilizadas fueron TcP1, TcP2a y 
TcP2P para las proteinas P. Las sondas usadas como control fueron la 
subunidad menor del ARN ribosomal de T.cruzi como control de expresion 
constitutiva (obtenida como se explica en el capitulo 1, a partir del fago 5D, 
banda Bl) y la sonda HSP70 (P.Levy-Yeyati, tesis doctoral, UBA, 1992) 
como control de induccion por calor. El resultado se obtuvo por visua- 
lizacion directa luego de autorradiografia y por conteo de cpm en centelleo 
liquido. Como complemento de la cuantificacibn se realizaron ensayos de 
Northern blot, sembrando cantidades exactamente iguales de ARN total en 
cada calle. 
Los resultados obtenidos indican que, en epimastigotes cultivados a 28"C, 
la expresion de 10s genes TcPl y TcP2P alcanzan niveles similares. Mien- 
tras que el nivel de expresion de TcP2a es, aproximadamente, 5 veces 
menor a1 de 10s otros genes (figura 23). 
B TcP2a TcP2P TcPl 
- - .--) 
Cuando se comparan 10s datos con 10s controles de cuantificacion 
(hibridacion en dot blot con cantidades conocidas de ARN sintktico de 
TcPl), se puede estimar un porcentaje relativo de abundancia de 10s ARNm 
de cada proteina. Si consideramos que el ARNm es un 5% del ARN total, 
resulta lo siguiente: 
TcPl = 0.10 % 
TcP2P = 0.15% 
TcP2a = 0.02% 
Se puede observar que TcP2a presenta niveles de ARNm que se encuen- 
tran un orden por debajo de 10s niveles de 10s otros dos mensajeros (figura 
23, A y B). Este hecho podria explicar por que no se aislaba el ADNc de 
TcP2a en las experiencias descriptas en 3.2. 
En relacion a 10s niveles de ARNm en 10s parasitos incubados a 37"C, 
podemos observar en la figura 23 A., que no hay diferencias importantes 
entre las dos temperaturas, except0 por una pequefia disrninucion en el nivel 
de mensajeros de TcPl a 37°C. Es un resultado esperable dado que se trata 
de proteinas que son expresadas constitutivamente. 
Cuando estos resultados se analizan conjuntamente con 10s datos de 
Southern blot se obtiene un panorama aun mas interesante. En efecto, la 
proteina TcP2P se encuentra codificada por a1 menos 4 genes por genoma 
haploide en la cepa Tulahuen de T.cruzi (ver figura 24, esto sera analizado 
en capitulos posteriores). La proteina TcP2a es codificada por 2 copias 
genicas, como se puede observar a1 mapear por southern blot el ADN 
genomico usando cortes dobles. Esto se confirma tanto con enzimas que 
cortan en sitios fuera del gen y cuya localizacion desconocemos, como 
cuando se utiliza la enzima Hinfl como punto comun de anclaje que corta en 
la zona 3' no codificante, en todos 10s casos se obtienen dos bandas (figura 
25, las flechas sefialan las dos copias identificadas). El mapeo realizado por 
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I southern blot para la proteina TcPl indica que se encuentra codificada por 
un solo gen. En la figura 26, se observan 10s detalles del mapeo y las sondas 
utilizadas. El corte con enzimas de reconocimiento de seis bases (EcoRI, 
BamHI, HindIII y SalI) mostro en todos 10s casos una h ica  banda. Para 
descartar la posibilidad de que esta banda contuviera un tandem de copias 
del gen TcPl, se realizi, una experiencia de mapeo con cortes parciales 
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U 
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- -- - 
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usando enzimas de corte frecuente (ver detalles en la leyenda de la figura). 
Se utilizaron dos sondas (A y B, figura 26); la sonda A es cortada interna- 
mente por Bad. En un corte total de ADN genomico con Ban1 hibridizado 
con sonda A, se esperaria encontrar a1 menos tres bandas si hubiera mas de 
una copia en tandem contenida en ese locus; en cambio, se esperarian solo 
dos bandas si solo existiera una copia. De la misma forma, la hibidacion con 
la sonda B sobre cortes parciales de Bad deberia identificar multiplos de 
bandas si existiera un tandem, mientras que la distribution de bandas seria 
azarosa en caso de estar presente una sola copia. Observando la figura 26, 
resulta claro que existe una sola copia del gen TcPl contenida en el locus 
definido por las enzimas EcoRI, BamHI, HindIII y SalI. El mismo resultado 
se confirma usando la sonda A en un corte parcial con la enzima HhaI 
(figura 26, A, calles 1,2 y 3). 
De estos resultados se concluye que TcP2P y TcPl tienen niveles de 
expresion de ARNm similares a pesar de estar codificados por distinto 
numero de genes. TcPl con un imico gen logra 10s mismos niveles de 
Ftgura 24- 
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expresion que TcP2P codificada por a1 menos 4 genes (por el clonado de 
expresion sabemos que todas las copias se transcriben) (69, 70). Mientras 
que TcP2a codificada por a1 menos dos genes mantiene un nivel de 
expresion muy bajo. Es probable que las seiiales regulatorias de estos genes 
esten influenciando su expresion. Se sabe que 10s tripanosomas ejercen un 
fino control de la regulacion de genes a traves del mecanismo de Trans- 
splicing y no a nivel de promotores (ver introduccibn) (43,44). Es probable 
que existan diferencias a nivel de esas seiiales y que estkn modulando la 
4.1- Organizacidn gen6mica de proteinas P T eniendo en cuenta 10s resultados descriptos en el capitulo anterior, se 
decidio profimdizar el estudio de la organizacibn genetica de 10s 
genes de las proteinas P. El objetivo de este capitulo h e  caracterizar y entender 
las pautas que rigen su expresion. La idea que inspiro este enfoque partio de la 
observation que TcP1, con un solo gen, logra 10s mismos niveles de expresibn 
que TcP2P, expresado a partir por lo menos 4 genes y casi un orden mas que 
T c m  I TcP2a transcript0 por 2. 
ccc 
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- 500 TcP2B. Estos se clonaron de una biblioteca 
genomica de T.cruzi cepa Tulahuen construida en el 
vector UAPII. 
El rastreo se realizo utilizando una sonda de ADNc 
completo de TcP2P (320 pb). Luego del rastrear 
150.000 fagos, se aislaron 10 recombinantes posi- / 
1 las particularidades del vector UAPII (71). Los 1 
plasmidos recombinantes escindidos fueron preparados y analizados por 
corte con una bateria de enzimas de restriccion. 
Las enzimas fueron elegidas de mod0 que no cortaran mas de una vez 
dentro de la secuencia plasmidica, y con un sitio de corte en la zona 
codificante de TcP2P (information obtenida a partir del ADNc). Asi, el 
Fwm28- 
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ADN del plismido se digirio con las siguientes enzimas: HindIII, EcoRI, 
PstI, KpnI, SacI, BamHI, y combinaciones dobles de las mismas. En la 
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figura 27 se muestra el mapeo de algunos de 10s plasmidos. 
En base a las digestiones que se realizaron, se fueron deduciendo 10s 
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mapas de restriccion de cada uno de 10s fagos genomicos. Este anilisis 
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grupos s e g h  10s fragrnentos obtenidos por restriction. Este resultado 
concordaba con 10s datos obtenidos por analisis de Southern Blot de ADN 
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analisis se puede observar que el corte con varias enzimas de restriccion da 
resultados coincidentes con la existencia de 4 loci gen6micos diferentes / 
para TcP2J3. Estos loci fueron denominados de acuerdo con el tamaiio de las 
bandas Hind 111 del Southern Blot: H1.3, H1.5, H1.8, H6.4. Estas bandas 
Hind III fueron usadas para deterrninar la identidad de cada uno e 10s locus 
78 
clonados. Asi ,de 10s fagos seleccionados, hG1 con un fragment0 de 3.8 Kb 
contenia a1 locus H1.8; hG4 de 2.8 Kb contenia a1 locus H6.4; hG8 de 2.7 
Kb contenia a1 locus H1.3; y hG9 de 2.3 Kb a1 locus H1.5. 
Estos fagos recombinantes genomicos fueron secuenciados en su totalidad. 
La combinacion de 10s datos de secuencia y de mapeo con las enzimas de 
restriccion, perrnitio deducir el mapa fisico para cada uno de 10s loci que 
contienen a1 gen TcP2P y su entorno genomico (figura 28). La secuencia 
correspondiente a cada uno de ellos se muestran en las figuras 29, 30, 3 1, 
32. En la figura 33, se muestra un analisis comparativo de las secuencias 
Estas secuencias nucleotidicas de 10s genes TcP2P codificada en cada 
locus mostro que es una familia de genes altamente homologos, pero no 
identicos. Las diferencias entre ellos son consistentes con mutaciones 
puntuales, la mayoria transiciones, que generan en algunos casos varia- 
ciones menores en la secuencia proteica (70). Los transcriptos generados 
desde 10s loci H1.5 y H1.3 se corresponden con 10s descriptos anteriormente 
(A. Schijman, tesis doctoral, UBA, 1993). El transcripto generado a partir 
de H1.8 es el descripto en el capitulo 1 secuenciado desde la banda B2 del 
fago 5D y el transcripto de H6.4 corresponde a1 ARNm de TcP2P descripto 
en el capitulo 3, este es el gen que presenta polimorfismo en el sitio interno 
HindIII. 
En 10s fragmentos clonados, Los genes TcP2P estain ligados a dos genes 
de funcidn desconocida. 
Los genes TcP2f3 estin ligados a otros dos genes en cada uno de 10s locus 
estudiados. De 5'a 3', el ordenamiento de 10s genes es el siguiente: TcP2P, 
regon intergenica de 190 pb, AGP2P-1 (Associated P2P gene-1), region 
intergenica de 180 pb, AGP2P-2. Rio arriba de 10s codones de iniciacion 
de AGP2f3-1 y AGP2f3-2 se encuentra una clhica secuencia polipirimi- 
dinica de 20 y 24 bases respectivamente seguidas de 10s correspondientes 
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1 GGAATTCCAC TCTAGGAGAA TTTTTTGAGC ACAACGATTT AGACAATAGT TTTGCTGAAA 
61 GGAGTGATGC TTGCTTGGAT GAGTGCAAGA CCATAGGTGA CGTAAATGCC CTATTCTCTG 
121 AAAGCGGATT GCCTACCTTG CCCCTAACAC GAGAGGCGGT TAAAGAGTTT CTTCAAAATA 
181 TGCAGCGGAT TCACTAAGAA ACATTTTCAC GCACGAAAGC GAAATTATTA TGATTGTTAT 
241 TATAATACTT TCTCTTTGTT GTTTTATTCA CTTATTATTG TTGTATGAAA TTGTTTTTAC 
301 CTTTTTTCTT TTCCAACTTC TTTTATGATG TCTTTTCTTT TTTTTTCTTA GGAGCTTGTG 
361 AAAAGAATGA TCGTGGGAGA GCTGGCTAAC TTMTTMTG TATGTGTATA TCCTGATAAA 
421 TGAATGCATT CTTTATGATA CTTTCTACCG TATGAATCTT TTGGOAAGAA CGCGACTTTG 
481 TAGGGGCGGG AGCCGATAGA GGCCAGATAA TATTTTTAAT TTTATTTTGC CATCCCACCC ;d 
541 ACCCCCTTGA TTCCCACCAC GCGGCGGGGT CTTGTGGTTG GAGGACCCCA AAGTCTGCCA m 
601 CTTCGTAAGT AATAATATTT CAAATCCCAA CTGAGGACAA AGGACCATGC TAATGGTCCA 
661 CAGAATTCTA TATATTGAAT GAGFATAAAA CATTGAQGCA ATTMCTAWi GAACCTTTTT 
721 TCCplACTTG TTTGGTTTCC ATAGiTAATT TCXX?iTCCG GCCAGCTGCC CGGAGGATTA 
781 TTCTGCTTTA TAAGTTGTCT TGTCAGATGA AGTACCTTGC CGCTTATGCT CTTGTTGGCC 
841 TCTCAGGGGG GACCCCCTCA A A G T C T ~ G  TTGAGGCCGT ATTGAAGGCT GCCGGCGTTC 2 
901 CTGTCGATCC TTCTCGCGTG GATGCACTTT TTGCCGAGTT TGCAGGCAAG GACCTTGATA 
961 CGGTATGCAC TGAAGGCAAA TCGAAGCTTG TAGGAGGGGC TACACGTCCC AATGCTGCCA h) 
1021 CCGCTTCTGC ACCCACTGCC GCTGCCGCCG CCTCTAGTGG TGCCGCCGCG CCTGCTGCAG a 
1081 CTGCGGAAGA GGAGGAGGAC GATGACATGG GATTTGGTCT TTTTGACTM AGACAAATGC 
1141 TTATTTTATT TTATTTTTGA TTTTGTTTCT CGGTTTTCCA TGAAGAGGE CCGGAGTCCT 
1201 GTGAATAAAA TGCGAGAGAG TAAATAAAAG TAGGATCAGT AACTGCTGCA CTCAAACGCA 
1261 TGGCAAAAAA GGGTACGCCA TTGGGTTGGC CTTTTTTTTA GGAGCTTGTG -GA 
1321 TCACGGGAGA GCTGGCTAAC TTAATTMTG TATGTGTATA TCCTGATAAA TGAATGCATT 
1381 CTTTATGATA CTTTCTACCG TATGAATCTT TTGGGAM3W CGCGACTTTG TAGGGGCGGG 
1441 AACCGATAGA GGCCGGATAA TATTTTTAAT TTTATTTTGC CATCCCACCC ACCCCCTTGA 
1501 TTCCCACCAC GCGGCGGGGT CTTGTGGTTG GAGGACCCCA AAGTCTGCCA CTTCGTAAGT z 
1561 AATAATTTTC AAATCCTAAC TGAGGACAAA GGACCATGCT MTGGTCCAC AGAATTCTAT 
1621 ATATTOAATG AGAATAAAM; ATTGAGGCAA TTMCTAAAG MCCTTTTTT CCZaACTTGT 
1681 TTGGTTTCCA TAQLTAATTT CAGGATCCGG CCAGCTGCCC GGAGGATTAT TCTGCTTTAT 
1741 AAGTTGTCTT GTCAGATGAA GTACCTTGCC GCTTATGCTC TTGTTGGCCT CTCAGGGGGG 
1801 ACCCCCTCAA AGTCTGICAGT TGAGGCCGTA TTGAAGGCTG CCGGCGTTCC TGTCGATCCT 2 
1861 TCTCGCGTGG ATGCACTTTT TGCCGAGTTT GCAGGCAAGG ACCTTGATAC GGTATGCACT cd 
1921 GAAGGCAAAT CGAAGCTTGT AGGAGGGGCT ACACGTCCCA ATGCTGCCAC CGCTTCTGCA 6 
1981 CCCACTGCCG CTGCCGCCGC CTCTAGTGGT GCCGCCGCGC CTGCTGCAGC TGCGGAAGAG 
2041 GAGGAGGACG ATGACATGGG ATTTGGTCTT TTTGACTAAA GACAAATGCT TATTTTATTT 
2101 TATTTTTGAT TTTGTTTCTC TGTTTTCCAT GAAGAGGCGC CGGAGTCCTG TGAATAAAAT 
2161 GCGAGAGAGT AAATAAAAGT AGGATCAGTA ACTGCTGCAC TCAAACGCAT GGCAAAAAAG 
2221 GGTACGCCAT TGGGTTGGCC TTTTTTTTAG GAGCTTGTGA -GAT CACGGGAGAG 
2281 CTGGCTAACT TAATTMTGT ATGTGTATAT CCTULTAAAT GAATOCATTC TTTATGATAC 
2341 TTTCTACCGT ATGAATCTTT TOGOMGAAC GCGACTTTGT AGGGGCGGGA ACCGATAGAG 
2401 GCCGGATAAT ATTTTTAATT TTATTTTGCC ATCCCACCCA CCCCCTTGAT TCCCACCACG - 
2 4 6 1 CGGCGGGGTC TTGTGGTTGG AGGACCCCAA AGTCTGCCAC TTCGTAAGTA ATMTATTTC 
2521 AAATCCTAAC TGAGGACAAA GGACCATGCT MTGGTCCAC AGAATTCTAT ATATTGAATG 
2581 AGAATAAAAC ATTGAAGCAA TTAACTMAG A A C C W T T  CCTMCTTGT TTGGTTTCCA 
2641 TAQLTMTTT CAGGATCCGG CCAGCTGCCC GGAAGATTAT CTCTTTTTTT TTCCCTTTTA 
2701 AGTTTTGCTC TTATGACCCT TCAGACACGT AGAGACAAGT ACGATACAAG CCAGCTGACG 
2761 CTCTCGTCGT TAGTTGCACT GTGCGCGGAT TGTTCGAGCT TTTTTTTGGA AAGGACCGCG 
2821 AGAGTTCTGG ACAATCAAAG CCGCGCACCA AAAGGATGGG AAAATCAGTT TGCGGCGGTT 
2881 GCCAAACAAC GTCGACAAGA GGACTGCGAA CTTTGCGAAC GTTACTGCCA TCGAGTTTCA & 
2941 TCTGTTTGCC CTGCCTCGAA GGATATCGAA CTTTTTGAGG CTTTGGGATA TAAGGAGGTA 0 
3001 GCACGAAGGA CTTCCTTAGA TGGATTGCCC ACGGTTCAGC AGATGTCTAG GTGCGAGAAC TI 
GCTGTTTCGG AGTTCTCAAG AGTTCTTTTT TCACTCGCGC ACAAGCCTAG TAAGGTGGCA 6 
TTTGAGGATG TTGACCCGAA AAGTGGCTTG AAAAAAAGTG AGGAAGGTGG TGATGGTGAG 
CCAACCGAGC TTCATAAAAA GGTACTTAGT GGTGGATCAA TAGATGATGC CATCCTGCA 
CGTTGGAGCA CTGCTAGGAA GGGACGAGCC GAAATGGAGG AGATGGGAGT GCTTCGAAGT 
GCGGAAGAGA CCGCATCGCT CAGGCAGGAA CTTGGACGTC AGAGGTCCGA AGAGTACATT 
AAGACAAGGG GGACGACTCC GAAGTGGTGA GCAAGCACGA AGAAGCACAA ACAAAGCAAA 
ACACAACAAG AACAACAAGT TTTATTTT~ TCTCTCTCTC TCTCTCTCTT TTTTTTTTTG 
GTCTTCTCTT CTATATTATT GGTAACAACT CTTTTTTCCC CCCTCTCTTT CTATATATAA 
TTTTTCATTT GTTAGTTTTT CTTTACCATG CAGAGTAAGT TTACGCGAGA TGTGCGCATA 
. .-. 
3601 GTTTTTTTTT TATCGATCGA TATGGTAGCC GGATGTGTGG CGGGAFGGAC TTATTTACTT 
3661 CAGCTTAAAG GGGAGACAAG ATTCAACCGG TCGCTGCCTC CGCTCATTGC AGACGATGGA 
3721 GGAAAGCTT 
1 ----GGAATT CCACTCTAGG AGAATTTTTT GAGCACAACG ATTTAGACAA TAGTTTTGCT 
61 GAAAGGAGTG ATGCTTGCTT GGATGAGTGC AAGACCATAG GTGACGTAAA TGCCCTATTC 
121 TCTGAAAGCG GATTGCCTAC CTTGCCCCTA ACACGAGAGG CGGTTAACGA GTTTCTTCAA 
181 AATATGCAGC GGATTCACTA AGAAACATTT TCACGCACGA AAGCGAAATT ATTATGATTG 
241 TTATTATAAT ACTTTCTCTT TGTTGTTTTA TTCACTTATT ATTGTTGTAT GAAATTGTTT 
301 TTACCTTTTT TCTTTTCCAA CTTCTTTTAT GATGTCTTTT CTTTTTTTTT TTTTTGCTTT 
361 ATAAGTTGTC TTGTCAG~G AAGTACCTTG CCGC~TACGC TCTTGTTGGC CTCTCAGGAG 
421 GGACCCCCTC AAAGTCTEA GTTGAGGCCG TATTGAAGGC TGCCGGCGTC CCTGTCGATC 
481 CTTCTCGCGT GGATGCACTT TTTGCCGAGT TTTCAGGCAA GGACTTTGAT ACGGTATGCA4 
541 CTGAAGGCAA ATCGAAGCTT GTAGGAGGGG TTACACGTCC CAATGCTGCC ACCGCTTCTGo 
601 CACCCACTGC CGCTGCCGCC GCCTCTAGTG GTGCCGCCGC GCCTGCTGCA GCTGCGGAAGZ 
661 AGGAGGAGGA CGATGACATG GGATTTGGTC TTTTTGACTA AAGACAAATG CTTATTTTAT- 
721 TTTATTTTTG ATTTTGTTTC TGTGTTGTCC ATGAAGAGGCGCTAGAGTCC TGTGAATAAA 
781 ATGCGAGAGA GTAAATAAAA GTAGGAACAG TAACTGCTGC ACTCAAACGC ATGGCAAAAA 
841 AGGGTACGCC ATTGGGTTGG CCTTTTTTTT TTCCCCCCTT TCAAGTTTTG CTCTTATGAC 
901 CCTTCAGACA CGTAGAGACA AGTACGATAC AAGTCAGCTG ACGCTCTCGT CGTTA~GC 
961 GCTGTGCGCG GATTGTTCGA GCTTTTGTTT GGAAAGGACC GCGAGAGTTC TGGACAATCA 
1021 AAGCCGCGCA CCAAAAGGAT GGGAAAATCA GTTTGCGGCG GTTGCCAAAC AACGTCGACA 
1081 AGACCACTGT GAACTTTGCG AACGTTACTG CCATCGGGTT TCATCTGTTT GCCCTGCCTC 
1141 GAAGGATATC GAACGTTTTG AGGCTTTGGG ATATAAGGAG GTAGCACGAA GGACTTCCTT* 
1201 AGATGGATTA CCCACGGTTC AGCAGATGTC TAGGTGCGAG AACGCTGTTT CGGAGTTCTCC) 
1261 AAGAGTTCTT TTTTCACTTG CGCAAAAGCC TAGTAAGGTG GCATTTGAAG ATGTTGACCCZ 
1321 GAAAAGTGGC TTGAAAAAAA GTGAGGAAGG TGGTGATGGT GAGCCAACCG AGCTTCATAAT 
1381 AAAGGTACTT AGTGGTGGAT CAATAGATCA CGCCATCCTC CAGCGTTGGA CGACTGCTAG, 
Fera 31- 
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14 4 1 GAAGGGACGA GCCGAAATGG AGGAGATGGG AGTGATTCGA AGTGCGGAAG AGACCGCATC I mm codones de 1501 GCTCAGGCAG GAACTTGGAC GTCACAGGTC CGAAGAGTAC ATTAAGACAA GGGGGACGAC 
1561 TCCGAAGTGG TGAGCAAGCA CGAAGAAGCA CAAACAAAGC AAAACACAAC AAGAACAACA miciucidn y terminuci6n 
1621 AGTTTTATTT WATTTTTCT C CTCTC TT TT TTGGTCT TCTCTTCTAT ATCTTGGTAG 
1681 CAACTCTTTT TTCCCCCCTC TCTTTCTATA TATTAATTTT TCATTTGTTA GTTTTTCTTT delmgenes' 
1741 A C W C A G A  GTAAGTTTAC GCGAGATGTG CCGATAGTTT TTTTTTTATC GATCGATATG* 
1801 GTAGCCGGAT GTGTGGCGGG AAAGACTTAT TTACTTCACG TTAAACGGGG AGACAAGATTn 
1861 CACGCGTCGT CGCCTCCGCT CATTGCAGAC GATGGAGGAA AGCCTCACGT GAACTTGTCT- 
192 1 CGCATCTTTA CGTCAACGCT GCAACGACAG AACGATTGGA AGTACAAGAA GAAGCCACTC~ 
1981 AAGGTTCGCA TTGAAGAGTT GCGCTCCCAT TTTGTGACAA GTTTGTCCTA CGACTTGAGC I I- 
2041 AAGAACATTG TTGAAGAAGC TTTTCCGGAG AGAAGGGTGA TTATCCGTGA ACGGGACGGG N 
2101 TTAACAGAGG TTCATTTAAG ACTGAGGGGT GTAAAAGAAA GTCTTTATAT CCGGCAACAA 
2161 GATGTTCAAA CTGC 
1 OAATTCGTG CCCGGAAGAT 
61 TATTCTGCTT TATAAGTTGT TTTGACAG-GTACCTT GCCGCTTACG CTCTTGTTGG 
121 CCTCTCAGGG GGGACCCCCT CAAAGTCTGC AGTTGAGGCC GTATTGAAGG CTGCCGGCGTd 
181 TCCTGTCGAT TCTTCTCGCG TGGATGCACT TTTTGCCGAG TTTGCAGGCA AGGACTTTGA $ 
241 TACGGTATGC GCTGAAGGCA AATCGAAGCT TGTAGGAGGG GTTGCACGTC CCAATGCTGC N 
301 CACCGCTTCT GCACCCACTG CCGCTGCCGC CGCCTCTGGT GGTGCCGCCG cGCCTGCTGC~ 
361 AGCTGCGGAA GAGGAGGAGG ACGATGACAT GGGATTTGGT CTTTTTGACT ULAGACAAAT 
421 GCTTATTTTA TTTTATTTTT GATTTTGTTT CTCTGTTGTC CATGAAGAGGGCTGGAGTC 
481 CTGTGAATAA AATGCGAGAG AGTAAATAAA AGTAGGAACA GTAACTGCTG CACTCAAACG 
541 CATGGCAAAA AAGGGTACGC CATTGGGTTG GCCTTTTTTT TTCTTTTTTT TCCCTTTTAA 
601 TTTTTGCTCT TaOACCCTT CAGACACGTA GAGACAAGTA CGATACAAGC CAGCTGACGC 
661 TCTCGTCGTT AGTTGCACTG TGCGCGGATT GTTCGAGCTT TTGTTTGGAA AGGACCGCGA 
721 GAGTTCTGGA CAATCAAAGC CGCGCACCAA AAGGATGGGA AAATCAGTTT GCGGCGGTTG. 
781 CCAAACAACG TCGACAAGAG GACTGCGAAC TTTGCGAACG TTACTGCCAT CGAGTTTCAT ? 
-~ ---.------...- 
841 CTGTTTGCCC TGACTCGAAG GATATCGAAC GTTTTGAGGC TTTGGGATAT AAGGAGGTAG $ 
901 CAAGAAGGAC TTCCTTAGAT GGATTACCCA CGGTTCAGTA GATGTCTAGG TGCGAGAACGN 
961 CTGTTTCGGA GTTCTCAAGA GTTCTTTTTT CACTCGCGCA CAAGCCTAGT AAGGTGGCATY 
1021 TTGAGGATGT TGACCCGAAA ACTGGCTTGA AAAAAAGTGA GGAAGGTGGT GATGGTGAGC - 
1081 CAACCGAGCT TCATAAAAAG GTACTTAGTG GTGGATCAAT AGATCACGCC ATCCTGCAGC 
~ ~ - ~ ~ - - ~ .  
1141 GTTGGACGAC TGCTAGGAAG GGACGAGCCG AAATGGAGGA GATGGGAGTG ATTCGAAGTG 
1201 CGGAAGAGAC CGCATCGCTC AGGCAGGAAC TTGGACGTCA CAGGTCCGAA GAGTACATTA 
1261 AGACAAGGGG GACGACTCCG AAGTGGmG CAAGCACGAA GAWCACAAA CAAAGCAAAA 
1321 CACAACAAGA ACAACAAGTT TTATTTTTAT T TTCTCTCT CTCTCTCTTT TTTTTGGTCT 
-,+ 1381 TCTCTTCTAT ATCTTGGTAG CAACTCTTTT TTCCCCCCTC TCTTTCTATA TATAATTTTTC) 
1441 CATTTGTTAG TTTTTCTTTA CCC3CAGAG TAAGGTTACG CGAGATGTGC GCATAGTTTT- 
1501 TTTTTTATCG ATCGATATGG TAGCCGGATG TGTGGCGGGA AAGACTTATT TACTTCACGT~ 
1561 TAAACGGGGA GACAAGATTC ACGCGTCTGC TCCTCCGCTC ATTGCAGACG ATGGAGGAAA 
~ ~ - - .  ~ ....... 
1621 GCTTCACGTG AGCTTGTCTC GCATCTTTAC GTCAACGCTG CAACGACAGA ACGATTGGPA " 
1681 GTACAAGAAG AAGCTACGCA AGGTTCGCAT TGAAGAGTTG CGCTCCCATT TCGTGACAAG 
- ~ ~ - . - ~ -  
1741 TTTGTCCTAC GACTTGAGCA AGAACATTGT TGAAGAAACT TTTCCGGAGA GAAM;GTGAT 
1801 TATGCGTGAA CGGGACGGGT TAACAGAGGT TCATTTAAGA CTGAGGGGTG TAAAAGAAAG 
1861 TCTTTACATC CGGCAACAAG ATGTTCAAAC TGCTTCCAAT GCATCCTCTA GCTCCTACAT 
1921 GCGCGACGCG AGCACCGCGT CCTTGTTTGG ACCCCACGAT CCCTCTGAGG AACATATTAA 
1981 TCATTCAACC ACTTCATTTG TGGTTGACGA TTACTTAAGC GTCATTGATA GTTTGACAGG 
2041 GACTGCAAGC GAGCAAAGGA GCGAGGACAT CCATTCTGAG ACGAAAGAAA CTCAGGTGGA 
F e r a  32- 
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2101 CAAAGAACTC AATAAAAGAA ATTTTGACAA GTGCGCTTCA GCCCCGGATA CATCTTTACA 
2161 CCCGTTAGTT GCACCCATGC ATCGAAGGAC GGGGGGCGTG TCAAATACAA TCAGCAAGGA 
2221 AAACTTTAAG AATCTTGCTT TTACACGGGG CTCAGATGCG GCTATTTTGA AGGGTAAGGA 
2281 TTTATCCACT CTTAAGCCGT CTTGGAAGAG AAATATTGCT TTTGAGGACC CCGTTCATGG 
2341 GGTCATTAGG CAGATTTGTG ATGCTGTAAG GTGGTGTGGA GACATTGGTA GGGAGTCTCA 
2401 AACAGCGAGA GATGCTTCGA ATGGAGCTCA ATTAGCTCTT GATTTTTATT TAAATCAGGA 
2461 TGGAGAAAAC CTGGGTCGCT TTGTTGTTAG TTTTCTGGCT CATGTTGTTG TTGAAGTGTG I 2521 TCGAGAGACG CGACACGTTG GCAACTGGCT TAGCCTTTTA ACACACGTTA TTTACGGATC 1 
1 dinucleotidos aceptores AG (ver figura 29). Este tipo de organization indica 1 
1 que muy probablemente estos genes se transcriban. 
I / La secuencia aminoacidica derivada de AGP2P-I codifica un polipkptido I 
I I de 225 aminobidos (PI= 7.82), mientras que la secuencia derivada de 1 
I 1 AGP2P-2 esta incompleta y probablemente se extienda mas all6 de 10s 
1 limites del fragment0 genirmico clonado. G8 contiene la versibn mas larga 1 
de la proteina, 373 aminoacidos. Las secuencias proteicas (figura 34) fueron 
comparadas en la base de datos SWISS-PROT (liltima comparacion, Agosto 
I 
I 
de 1995). No tienen homologia con ninguna proteina conocida hasta la I I 
I 1 fecha. Una bOsqueda en PROSITE (base de datos de rnotivos protelcos) 1 I 
encontro un motivo consenso de union de ATPIGTP en AGP2P-1, AGC- ; 
VAGKT. i 
ENTRY AGP2P-1 #Type Protein 
SUMMARY #Molecular-weight 25307 #Length 225 #Checksum 406 
%, 
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ENTRY AGP2j3-2 #Type Protein 
SUMMARY #Molecular-weight 4 1939 #Length 373 #ChrcLmnn 3709 
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Figura 33- 
Comparacidn de los loci TcP2P 
Lospuntos representan bases identicas. Los cambios de base se indican con respecto a TcP2PH6.4. Las lineas punteadmfueron intro- 
ducidas para rnantener el alineamiento y muestran la insercidn de una secuencia (SIRE) en HI.8 y HI.3 que no estd en los otros loci. 
Subrayado y en negrita se muestan los codones de iniciacidn y terminacicin de los genes TcP2F Igualmenle pero en itdlica, se muestran 
las seHales de trans-splicing rio arriba de TcP2P Las estrellas (*) indican los distintos sitios de poliadenilacidn encontrados en 10s 
transcriplos de 10s loci TcP2p. 
Sin embargo, un analisis detallado de la proteina AGP2P-1 identifico un 
motivo de cisteinas espaciadas regularmente, tipico de 10s factores de 
transcripcion Zinc-fingers: 
La letra X pude ser cualquier aminoacido y el numero indica la cantidad de 
residuos que separa m a  Cys de la otra. Como en el caso de las proteinas 
Zinc-finger estos motivos se encuentran rodeado por aminoacidos basicos. 
Un motivo similar se encuentra en el gen ESAG-8 de Trypanosoma brucei 
(72). Si bien en tripanosomas no se han clonado aun factores de transcrip- 
cion la presencia de este motivo es llamativa, per0 no existen otros elemen- 
tos de juicio para afirmar que se trate de un factor de transcripcion. 
Otro hecho notable es la compactacion de 10s 3 genes en estos loci 
cromosomicos (ver figuras 28 y 29), las regiones intergknicas que 10s 
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separan son de naturaleza repetitiva, ricas en T, y de muy bajo contenido en 
G+C (ver perfil G+C en figura 35). Estos resultados concuerdan con 10s 
datos obtenidos para otros loci de tripanosomas (33,34,35,73). Este tip0 de 
organizacion es consistente con la transcripcion policistronica de estos 
parasitos (48). El bajo contenido en GtC de la zonas intergdnicas podra ser 
de utilidad marcadora de marcos abiertos de lectura, necesidad urgente de 
10s proyecto genoma de parasitos. (figura 35). 
El analisis por Southern blot muestra que efectivamente 10s genes TcP2P 
se encuentran distribuidos en cuatro loci genomicos. La hibridizacion con la 
sonda 3 ' TcP2P del ADN genomico digerido por HindIII da 4 bandas : 1.3 
kb; 1.5 kb; 1.8 kb y 6.4 kb. El locus H6.4 carece del sitio Hindm intemo en 
TcP2P(ver figuras 28 y 29). En cambio, la hibridacion con el ADNc 
completo revela 7 bandas. 3 de ellas corresponden a las regiones 5' de 10s 
loci H1.8, H1.5 y H1.3 (figura 24, calles 5 y 6, capitulo 3 ). 
Es interesante observar que la intensidades de las cuatro bandas Hind III 
(1.3; 1.5; 1.8; 6.4 kb) ( figura 24, calle 6), no son iguales. Esto se verifico no 
solo para 10s cortes HindIII, sin0 tambidn para el resto de las enzimas . Por 
densitometria sobre las autorradiografias, se puede observar que 10s frag- 
mento originados por corte con EcoRI tambien presentan diferencias en la 
intensidad de hibridacion: 
PIC0 BANDA AREA RELATIVA NUMERO DE 
(%I COPIAS 
1 EcoRI1 Kb 11.1 2 
8 EcoRI 5.6 Kb 14.5 2 
9 EcoRI 7 Kb 28.2 4 
10 EeoRI 10 Kb 14.5 2 
TOTAL: 101 
DIPLOIDE 
Esto significa que habria 5 copias del gen TcP2P por genoma haploide de 
/ Zcruzi, resultado consistente con el mapeo mostrado en la figura 28. I I Los cuatro loci clonados son altarnente hom6logos a nivel de secuencia. I I Esto indicaba que las regiones clonadas no contienen puntos de ruptura I 
1 (breakpoints). Por puntos de ruptura entendemos aquellas regiones 5' y 3' / 
en donde 10s loci provenientes de cromosomas no homologos empiezan a 
I diferir en secuencia. Estos puntos indican tambih ]as regiones que delirni- 1 
tan la zona duplicada y translocada en el curso de la evolucion para generar 
una nueva copia gknica. 
El analisis de 10s puntos de ruptura se realizo por southern blot con sondas 
diferenciales 5' y 3' obtenidas de 10s loci recombinantes TcP2P. Estas son, 
PH500, derivada de la zona intergenica entre AGP2P-1 y AGP2P-2 y 
I BH950, derivada de la zona codificante de AGP2P-2 (figuras 29 y 35). I Como control se uso la sonda TcP2p. Este analisis de southern blot I 
demuestra lo siguiente: 
i 
PHSOO PHSOO BH950 
HIII* Pv S EV P HIII Hp EV* 
B 
TcP2 p 
1 2  3 4 
Sonda TcP20 Sonda pH500 Sonda BH950 
Frgum3tS 
Southern blot de ADN 
gdrniw. A. I ,  U'l: 2, 
Sm wrtar. 3 y  4, 
EwRK 5, HimiDL 6, 
Shll+ EwM. 7, MI. 8, 
Pstl. 9, 
BamHI+ Hindll I 0, 
Hindll% I ,  M. 2, 
Hpal. 3, ECORK 4, 
MI+EwH. 
En el diagrm mjfierior 
se muRsira la ubicacidn 
di lars sonah. Hp, 
Hwl. m. H r n .  Pv. 
&I. M. EK 
EcoRV: P, Pstl: El as- 
t&o p) iradica que el 
sifio a p o l ~ ~ c o  en 
al' loci 
Losnumxhres de PM 
son IKb Ladaer 
(GIBCO, BBRL) 
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La hibridizacion con la sonda PH500 muestra una sola banda con las 
enzimas PvuII, PstI y SalI + EcoRI (figura 36 A., calles 6,7 y 8), indicando 
que 10s dos primeros sitios y EcoRI se conservan en todos 10s loci. En 
cambio 10s sitios SalI y EcoRV son polimorficos (figura 36. A, calles 1 y 3). 
De acuerdo a 10s tamaiios de las bandas hibridizantes con PH500, el 
resultado indica que hasta aproximadamente 6 Kb rio abajo de la sonda 10s 
loci mantienen homologia. 
La hibridizacion con las sonda BH950 detecta solamente 2 bandas HindIII 
(figura 36 A. calle 5). El analisis del corte EcoRV (calle 4) es consistente 
con 10s datos de PH500 indicando que ese sitio es polimorfico dentro de la 
zona clonada (sitio interno de AGP2P-2) 
El resultado de ambas sondas indica que 10s loci conservan homologia a1 
menos hasta 6 kb rio abajo del gen TcP2P, despuCs de esa distancia solo se 
detectan dos bandas (por ejemplo en 10s cortes SalI con PH500 y HindIII 
con BH950) 
Asi, existen en realidad dos tipos diferentes de loci, que podemos denomi- 
nar aqui Tipo I y Tipo II. Los otros dos loci derivan de estos por la insercibn 
de una secuencia de 420 pb (ver detalles de esta secuencia mas adelante). La 
observacion de 4 bandas en southern blot con EcoRI, KpnI, BarnHI y SalI 
hibridizados con sonda TcP2P (figura 24) son explicables por esta inser- 
cion. 
Estos dos tipos de loci mantienen una zona minima conservada entre 
ambos de aproximadamente 6 kb. Los fragrnentos genomicos clonados 
quedan incluidos en esta regibn. Se puede deducir del mapeo que el punto 
de ruptura 3' se encontraria de 4.5 a 6.5 kb hacia abajo del gen TcP2P y un 
punto de ruptura 5' se encontraria mas cerca, entre 1 y 2 kb hacia aniba del 
gen TcP2P (dado que el sitio EcoRI 5' que se ve en 10s mapas de la figura 
28 es el ultimo sitio en comun que se observa en estos mapeos por southern, 
figura 36 B., calles 1-4). 
Cuando una fragment0 genomico se duplica y transloca generando una 
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nueva copia generalmente arrastra consigo el promotor de la unidad 
transcripcional, dado que sin0 dependeria en gran medida de la presencia 
azarosa de un promotor correctamente posicionado en el nuevo lugar de 
translocacion. De aqui la importancia que el punto de ruptura 5' se encuen- 
tre tan cerca del gen TcP2P, ya que es muy probable que el promotor de 
toda la unidad transcripcional se encuentre dentro de ese rango de 1 a 2 kb. 
El kariotipo electroforetico de T.cruzi CL Brenner muestra que 6 bandas 
cromosomicas hibridizan con TcP2P: IX, X, XII, XN, XV, XVI y XIX 
s e g h  la nomenclatura que proponemos (74) (dato no mostrado). Es proba- 
ble que algunos de estos cromosomas Sean pares homologos, dado que solo 
se identifican 4 loci usando la tecnica de southern blot. Que 10s pares 
homologos no tengan el mismo tamaiio por PFGE, puede deberse a1 
polimorfismo cromosomico originado del alargamiento o acortamiento en 
las regiones telomericas durante el ciclo de division (74). 
4.3- Polimorfismo de 10s loci TeP2P. Analisis por SSCrt. 
La organization de estos loci se mantiene en las cepas Y, CL y Maracay, 
per0 no en la cepa G, cepa aislada de comadrejas. En esta cepa 10s 
resultados son consistentes con la existencia de un hiico locus para TcP2P 
(69). 
Un analisis mas detallado se puede hacer por la tecnica SSCA (Single 
Strand Conformation Analysis, analisis de conforrnacion de cadena simple). 
Este analisis ha sido usado para detectar mutaciones puntuales en enfer- 
medades geneticas (75). El procedimiento requiere una amplificacion por 
PCR de una secuencia de aproximadamente 100 a 500 pb y se basa en el 
principio que la cadena simple adquiere una estructura secundaria dependi- 
ente de la secuencia nucleotidica cuando se come en geles no desnatwal- 
izantes (75, 76). Si existen diferencias entre las secuencias que se com- 
paran, se debe observar una migration diferencial de las cadenas. 
La principal ventaja del analisis SSCA es su simplicidad y relativa sensi- 
bilidad. El conocimiento de la secuencia de 10s genes TcP2P permite probar 
la tecnica para esta familia de genes y determinar si puede ser usada para 
analizar la compleja organizacion multigknica de estos parbitos protozoar- 
ios. En estos organismos, 10s genes, que codifican para antigenos contienen 
motivos repetidos. En algunos casos como HSP70, copias identicas del gen 
original se encuentran organizadas en tandem definiendo un locus repetitivo 
en un cromosoma (35). En otros casos como gp90, varias formas del mismo 
gen se encuentran dispersas por el genoma mapeando en diferentes cromo- 
somas. 
La familia genica TcP2P puede ser, entonces, tomada como referencia 
para probar la eficiencia del SSCA para detectar heterogeneidad de secuen- 
cias en este parasito. 
Un analisis detallado permiti6 identificar m a  region 5' de 56 pb donde 3 
de 10s 4 loci clonados, H6.4, H1.8, H1.5, difieren en una sola base entre 
ellos (figura 37). El gen TcP2P H6.4 se tom0 como referencia, y las 
sustituciones fueron referidas a esta forma. Asi, H1.8 presenta una linica 
sustitucion, una transicion C a T, con respecto a H6.4, mientras que con 
H1.5 hay m a  transicion G a A. Los tres loci clonados y el ADN genomico 
de las cepas Tulahuen y G se usaron como templados para amplificar la 
secuencia de 56 pb usando 10s cebadores indicados en la figura 37, para dar 
un amplicon de 97 pb (figura 38). 
Fpra  38- 
AmpI$cacidn radiac- 
tiva de la secuencia 5 ' 
de 10s g e m  TcP2/3. (97 
pb) . Se usb wm tem- 
pldo ADNde kx sigu- 
ientesfientes. I,  H6.4. 
2, H1.8. 3, HIS. 4, c e p  
G. 5, cepa T d h n  En 
la d l e  6, se wrrid I kb 
ladder com wcadbr 
de PM. 
Se probaron cuatro condiciones electro- 
foreticas distintas para detenninar cual era 
la mejor para identificar las variantes. Los 
experiment0 se llevaron a cab0 en geles 
6% de poliacrilamida con o sin el agregado 
de glicerol corridos temperatura ambiente 
o a 4°C (ver materiales y mktodos, pag ...) 
Como se muestra en la figura 39 A., 10s 
geles corridos sin glicerol a 4°C dieron la 
H6.4 TTOCTTTAT~+TTGTCTTGT~AOAT~~~~G~ ACCTT CCOCTTACGCTCTTGTTGG~CTCT~AGGGGGGACCCCCTCAAAGT~T TTGAGGCCGTATTGAAGGC CGGTGTTCCTGTCGATCCTTC 
I H1.8 C ........................................... T..... ............................................................... C................. 
................................................................. ..................... . 81.5 A.......................... C..C............. 
............... ...................................................................... .... ... H1.3 C T...A...................... C........ T. 
I 
H6.4 TCOCGT~TGCACTTTTTM:COAOTTTOC~GOACTTTOATAC0(3TATOCACTCUAG~TCOAMCTTGTAoOAOOOOTTACACGTCCCAATGCTOCCACCOCTTCTGCACCCACTGCCGCTG 
H1.8 ................... G..........A..... .... c.. ............................. G.... ......... C. ........................................... 
H1.5 ................... G. ....... T.A........................ ................. G .......................................................... 
H1.3 ................... G .......... a.. ...................... ........................................ .................................... 
310 S-3 360 390 
H6.4 C C C O C C O C C T C T A O T ~ T O C O C C G C O C C T O C T ~ C T G C ~ G O A G O A ~ C T A ~ ~ L G A C A A A T G C T T A T T T T A T T T T A T T T T T O A T T T T G T T T ~ T ~ T G T  
H1.8 ................................... G......... ..................................................................................... I 
H1.5 ................................... G.......................................... .................................................... 
H1.3 . . . . . .  G... . ............ G ......................................................................... . . . .  . . 
Figura 3 7- 
Detalle de la secuencia y 10s cebadores utilizados para amplificar 10s fragmentos analizados por SSCA. Los puntos indican identidad de 
bases. Los cambios se muestran respecto de H6.4. Recuadrado se seiiala la regidn utilizada como cebador. S-I es sentido y 8-2 y S-3 son 
antisentido 
mejor resolucion. Esta condicibn diferencio claramente la movilidad de 10s 
distintos amplicones. Arnbas cadenas de H6.4 migraron mas rapido que las 
de H1.8; rnientras que las de H1.5 presentaron un patron distinto, una de las 
cadenas migro mas rapido que las de H6.4 y H1.8, y la otra fue la mas lenta 
(figura 39 A.). 
A 8 
Cuando se analizan 10s productos de arnplificacion del ADN genornico la 
cepa Tulahuen, se encuentra un patron consistente con la cornbinacion de 
las tres variantes clonadas. Sin embargo, cuando se analizo la cepa G, 
present0 un patron de migracion consistente con la existencia de un solo gen 
que migra, en este caso, igual que la variante H6.4. La secuencia directa del 
product0 de PCR demuestra que efectivamente la region 5'del gen de la 
cepa G es igual que H6.4 como predijo el SSCA. 
Cuando el analisis se realiza en una corrida a ternperatura ambiente 10s 
resultados anteriores se confirman. Nuevamente H1.5 presenta una mi- 
gracion diferencial (figura 39 B.). 
La figura 40 presenta 10s resultados de corridas en presencia de glicerol. 
En nin@n caso la presencia de glicerol logro dar una separation adecuada 
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de las variantes. Solo H1.5 siguio diferenciandose. 
- 
A 1  2 3 4 5  1 2 3 4 5  
Ansilisis de la secuencia codificante completa de TcP2P por SSCA. 
La secuencia codificante completa de TcP2P es de 32 1 pb. Cuando las tres 
variantes estudiadas se comparan es evidente que difieren en varias muta- 
ciones puntuales: HI. 8 presenta 8 cambios nucleotidicos, transiciones, con 
respecto a H6.4. El locus H1.5 presenta 5 transiciones en la mismas 
posiciones que H 1.8 pero, ademas, dos transiciones y una transversion 
caracteristicas de esta variante. La cuarta forma TcP2P H1.3, presenta las 
mismas 5 transiciones mas 4 transiciones especificas ( figura 37) 
Usando 10s cebadores S1 y S2 (figura 37) se amplificaron las 321 pb y se 
analizaron con la arnplificacion del ADN genomico de las cepas Tulahuen, 
Maracay y G. 
El resultado de dos comdas electroforeticas sin glicerol se muestra en la 
figura 41. Comparando las distintas amplificaciones se puede observar que 
las cepas Tulahuen y Maracay presentan amplicones consistentes con la 
existencia de 4 variantes confirmando 10s resultados anteriores. En estas dos 
cepas la migration de bandas es igual, indicando la probable identidad de 
las variantes. La cepa G presenta una sola variante, pero ya no migra como 
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H6.4. Esto implica que la region de homologia entre estos genes se limita 
solo a1 extremo 5', y que probablemente sea una variante especifica de la 
cepa G. 
Se puede concluir que es importante probar todas las condiciones de 
corrida antes de elegir una, dado que algunas no funcionan, pero eso 
depende de la secuencia que se analiza (77). Tambien es importante el 
tamaiio del fragrnento analizado. Cuando se uso el fiagrnento de 100 pb se 
obtuvieron mejores separaciones de las cadenas que cuando se uso el 
fragrnento de 321 pb. 
nmto de 320pb. Gel 
cow& sin glicerol. A, 
gel corn.& a 40C. B, gel 
ww&ateqmatwa 
ainbiente 
1, H1.8.2, H64.3, 
H1.5. 4, cepa G. 5, cepa 
T u l h 6 , c e p a  
*-- h p w 2 t o ~ ~  
arterhm rmedran la 
sepacibn de Iarr va- 
riant& 
4.4- 1)escubrimiento tle una secuencia repetida (SfRE) inscr- 
I tada en un locus 'l'eP2fl: caracteristicrs j conseeuencirs sobre 1 
Uno de 10s hechos que se puede observar definidamente luego de rnapear 
10s 4 loci, es el tandem de genes TcP2P presentes en el locus H1.8. Estos 
dos genes mantienen un 100% de identidad a nivel de secuencia y estan 
conectados fisicamente por un fragment0 de ADN de 428 pb que esta 
ausente en 10s otros loci. Esta secuencia se encuentra tambien ubicada 
inmediatamente 5' del primer gen del tandem e inmediatamente 3' del 
segundo (ver la secuencia completa de este locus en figura 30). 
La comparacion con 10s otros tres loci claramente definio que esta secuen- 
cia de 428 pb se encontraba inserbda en este locus interrumpiendo las 
regiones intergenicas en las tres posiciones indicadas. Una pequeiia region 
3' de esta secuencia tarnbien se encontro a1 comienzo del clon genomico 
correspondiente a1 locus H1.3, delante del gen TcP2P. 
Como esta secuencia se encuentra repetida y dispersa por el genoma (ver 
detalles mas adelante), se la denomin6 SIRE (Short Interspersed Repetitive 
Element). 
La asociacion de SIRE con TcP2P resulta evidente de solo observar 10s 
datos de Southern blot. Los fiagrnentos de 1 kb EcoRI y BamHI se pueden 
predecir de la distribution de S U E  en el locus H1.8 (figuras 24 y 28) 
(notese que SIRE tiene sitios hicos para EcoRI y BamHI). Ademis, se 
puede observar que la banda de 2.7 Kb BamHI de southern blots es 
compatible con la banda que se deduce del mapa del locus H1.3 que tiene 
una unica insercion de SIRE (desde el sitio interno BamHI presente en SIRE 
hasta el sitio BamHI interno del gen AGP2P-2) (figuras 24 y 28). 
Caracterizacibn de la secuencia SIRE insertada en TcP2P. 
La comparacion de 10s cuatro loci determino que la insercion de SIRE en 
HI. 8 genera una duplicacion de 5 bases con el siguiente consenso: TTATT. 
De hecho, el sitio de insercion del SIRE parece ser una region de polidT 
presente en la parte 5'de cada gen (una repeticion de 12 a 14 T seguidas) 
(ver figura 30). Asi esta secuencia TTATT parece provenir de la dupli- 
cation del polidT por insercion del SIRE. Es interesante notar que el 
retrotransposon TRS-1.4 de Trypanosoma brucei tambikn genera la dupli- 
cation de 4 o 5 T en su lugar de insercion (78). El SIRE en si mismo se 
expande entre repeticiones directas de 4 bases (AGGA) presentes en su 
parte 5 'y 3 ' justo antes de la zona de duplicacion (figura 30). 
Todas estas caracteristicas son tipicas de transposones y secuencias repeti- 
das dispersas por el genoma. Sin embargo, SIRE no lleva la region de poli A 
tipico de 10s retrotransposones eucarioticos. 
Observando la region 5' de SIRE se pude encontrar una secuencia similar 
a la secuencia recombinogena Chi del fago A, GCTTGTG, que ha sido 
identificada en otros Trypanosomas como una secuencia asociada a re- 
giones que sufien recombinacion (79) (figura 30 y 43). Esto es coincidente 
con la particular organizacion que muestra el locus H1.8 (figuras 28 y 30), 
en donde se puede observar la duplicacion del gen TcP2P de la siguiente 
forrna: SIRE-TcP2P-SIRE-TcP2 P-SIRE. La situation mas simple de imagi- 
nar la generacion de esta organizacion es proponiendo que la insercion de 
SIRE en 5 'y 3 ' de un gen TcP2P original, favorecio la recombinacion entre 
10s SIRE para producir la posterior duplicacion del gen TcP2P. 
Otra caracteristica comim de estos elementos es su insercion en varios 
lugares del genoma, como consecuencia generando un numero de copias 
elevado. Para verificar si este era el caso del SIRE, se realizo un Southern 
Blot genomico cortando ADN de T. cruzi cepa Tul 11 con EcoR I y BamH I e 
hibridizando con una sonda de la secuencia SIRE amplificada por PCR. Por 
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otra parte, se hibridizo un Dot Blot con diluciones seriadas a1 medio de 
ADN genomico y de ADN de la secuencia clonada (locus H1.8) con el 
objetivo de cuantificar el niunero de copias presentes (figura 42). 
El Dot Blot determino que existen aproximadamente 2400 copias de SIRE 
en la cepa Tul 11 y 4400 en la cepa Maracay asumiendo un tamaiio de 
genoma de 0.8.10' pb. El Southern Blot muestra que SIRE se encuentran 
disperso y en sitios diferentes. 
Ftgura 42 
A, Dot blot de ADN 
gendmiwpra cuan- 
ttficar lar copias de 
SIRE. En e l p l  i@e- 
rior se muestran 10s 
&os de concetracidn y 
cpm corresponc31entes a 
& w o .  Lu secuen- 
cia clona& de SlREse 
usd wmo referencia 
B, Southem blot 
ge&mico hibruiizado 
con SIE I ,  BmnHL 2, 
EcoRI. 
El ligamiento de la secuencia SIRE y el gen TcP2P se encuentra conser- 
vada en las cepas Tul 11, Y, CL y Maracay (como se deduce de las bandas 
EcoRI 1 Kb y Hind III 1.8 Kb, por ejemp10,de 10s Southern Blots) (69), per0 
no en la cepa G, que es la imica cepa mostrada que no deriva de un 
hospedador humano. En efecto, en esta cepa el unico locus TcP2P no se 
encuentra asociado con un elemento SIRE. Evidencias obtenidas de South- 
em blot usando las sondas TcP2P y PH500 sobre ADN genomico de la cepa I Fwm 4 -  
G muestran que se mantiene la organization general del locus de Tulahuen I Coqmaci6n dese- 
Una bhsasaueda en las bases de datos GeneBank y EMBL con la secuencia / dirtos EBI a n  SlRE 
(TcP2P----AGP2P- 1 ----AGP2P2) per0 sin la presencia de SIRE (figura 36). 
SIRE mostro que esta secuencia es de naturaleza repetida: varias secuencias bnrer igualeses Los lin- I inf-Mindim 
cuench de T m i  en- 
a&h la he de 
genomicas de Lcrzizi informadas presentaron distintos grados de homologia / emse m p a  
- I muntener la homolog$. 
con SIRE. Por ejemplo, una zona de 400 pb presente en la region 3'no Redadasessba 
codificante de la Histona H2A (X67287) es 70 % homologa a SIRE, m a  / 1asecuenciaChiyen I negritay subrayado las 
region de 258 pb presente en el Pseudogen ribosomal a 24s tambien 
serbledebrmr- 
present6 homologia con SIRE (80). Finalmente, las ultimas 122 pb de SIRE 
resultan 95% homologas a las primeras 122 pb del elemento repetitivo El3 
SIRE TTAGGA~SCTTGT~UAAGAATGATCGTGGGAGAGCTC 72 
INT.H2A .GTA.G ......... G.A.G ....................... C.A.-.... ............ G - - - - - - - 
splicing. IntEaA, 
regi6n interghica de la 
hinomH-  
1Kb descripto por Requena et al. (81) (figura 43). Sin embargo, la sirnilitud 
entre estos dos elementos se limita solo a esa region. 
SIRE AATGAATGCA-TTCTTTAT-GATAC-TTTCTACCGTATGAATCTTTTGGGAAGAACGCGACTTTGTAGGGGC 1 4 4  
.. .. INT.82A .. C G.A T.....C..A.G...T................-............AA.......AAG.. TTA 
TcRPSELI Psardogen 
ribosomal de %mi. 
E13, elemento repetid0 
SIRE GGGAGCCGATAGAGGCCAGATAATATTTTTAATTTTATTTTGCCATCCCACCCACCCCCTTGATTCCCACCA 2 1 6  
INT.H2A .... A .......................... C......................G.....C....T..... T 
SIRE CGCGGCGGGGTCTTGTGGTTGGAGGACCCCAAAGTCTGCCACTTCGTAAGTAATAATATTTCTCCCC 288 
INT.H2A ..... T ..... T......C. ......................................... ----- .GG.T. 
...... TCRPSEU ................................................ CG... G.G....T. .. 
SIRE 
INT . H2A 
E l 3  
TCRPSEU 
SIRE 
INT.H2A 
E l 3  
TCRPSEU 
TGAGGACAAAGGACCATGCTAATGGTCCACAGAATTC---------------------TATATATT--GT 360 
.... T ..... A.....C.TG.G.A...A.......A.ATACATATATATATATATATA........ TATTCA 
..................... -- 
............ ...... 
... C...TT....A..T..ATTC..C....---------------------------- ATA...G.. .---- 
GAGAATAAAACATTGAGGCAATTAACTAAA------G---AACCTTTTAA-CTTGTTTTTTCT 432 
.... ....... ....... .. A--G .... ACA ............... CCTCTGGG.---T C T.T..... TT.. 
A.. c------ --- - ................................ ................ .......... 
..... C. ... G.......CT .... GT ...... GCCTCTGCT.CCC.T.. C....T-.......CC....TT. 
SIRE AfATAATTTCAGGATCCGGCCAGCTGCCCGGAGGATTATT 472 
INT.H2A ......... T. ...... 
E l 3  ................................ A..... .. 
TCRPSEU .... T. ...................... A.A ..-..... C 
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La insercidn de SIRE delante de 10s genes TcP2P-H1.8 rompe la seiial 
de Trans-Splicing e introduce un nuevo aceptor 3'del SL. 
De una biblioteca de ADNc de T.cruzi se seleccionaron 10 recombinantes 
que cubrian toda le region codificante y 5'no codificante de TcP2P. Entre 
estos, se encontraron tres t i p s  diferentes de ADNc que codificaban para 
distintas variantes de la proteina. En base a las mutaciones puntuales se 
identificaron como transcriptos de H6.4, H1.8 y H1.5. No se aislo ninghn 
transcripto correspondiente a H1.3 (ver capitulo 3) (70). 
El analisis de la zona 5'de estos mensajeros mostro que el SL se habia 
unido a 10s ARNm en posiciones diferentes. En 10s ARNm transcriptos de 
H6.4 y H1.5 el SL se agrego a 12 bases rio arriba del AUG. Por el contrario, 
en el transcripto derivado de HI. 8 se agregaba a 62 bases rio arriba del AUG 
(figura 44 y capitulo 1, descripcion de 5D). La comparacion de estas 
secuencias 5 'de 10s mensajeros con su correspondiente genomico determino 
el ApG aceptor de SL usado en cada caso. En H6.4 y HI. 5, el sitio que actGa 
como aceptor 3'esth precedido 8 bases rio arriba por una region de 20 
pirimidinas seguidas, incluyendo la secuencia canonica de trans-splicing en 
tripanosomas TTTCPy y el aceptor ApG (ver figura 29). Por el contrario, 
en el locus H1.8, esta region fue destruida por la insercion de SIRE en la 
region del polidT que elimino la distancia minima necesaria (4-40 bases) 
para que el ApG aceptor y la secuencia TTTCPy curnplan su funcion 
normalmente en la reaccion de trans-splicing (figuras 44 y 45). 
Sin embargo, la insercion de SIRE no inhibe la reaccion de trans-splicing 
en H1.8 debido a que dentro del elemento hay una nueva seiial de trans- 
splicing funcional (figura 45). En efecto, 62 bases rio amba del ATG de 
iniciacion y dentro del SIRE se encuentra un nuevo ApG aceptor precedido 
por 11 bases pirimidinicas incluyendo el consenso TTTCPy. Asi en el 
transcripto H1.8 clonado, el SL es seguido por 38 bases transcriptas directa- 
mente desde el SIRE. Estos resultados muestran, por primera vez, que una 
secuencia repetida del genoma de T.cruzi lleva secuencias con cierta 
funcion en la transcripcion de genes (figura 45). 
Para confirrnar estos resultados se uso un protocolo de ARN-PCR que 
pemitio la amplificacion de 10s extremos 5'de 10s ARNm de TcP2P. Se us6 
un oligonucleotido derivado de la secuencia del SL (ver capitulo 2) y otro 
complementario derivado de la zona codificante comun a todos 10s men- 
sajeros TcP2P. 
La arnplificacion dio 2 fragrnentos de 166 y 216 pb, indicando que solo se 
estan utilizando 10s sitios de trans-splicing propuestos (figura 44). 
F~gura 4 4  
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Dentro de las 38 bases transcriptas de SIRE, hay una secuencia palin- 
dromica de 18 bases capaz de formar una estructura secundaria en el 
extremo 5'del mensajero (figura 44). Este tip0 de estructuras han sido 
descriptas en policistrones bacterianos y tienen influencia en la estabilidad 
del ARN (82). Sin embargo, su influencia concreta sobre la estabilidad del 
transcript0 TcP2P-H1.8 aun queda por ser demostrada. Si nos basamos en 
10s datos de clonado (ver capitulo 3) se puede especular que la transcripcion 
SIRE (428 bp) 
I I INSERTION OF A SIRE 
SIRE v (428 bp) 
Fsgura 45- 
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5.1- Estudio y funcionalidad de SIRE usando como modelo el lo- 
cus TcP2P. 
S e m  se describe en el capitulo anterior, SIRE lleva una secuencia consenso 
de trans-splicing que es utilizada por el gen TcP2P-HI. 8, dando un mensajero 3 8 
bases mas largo que 10s transcriptos desde 10s otros loci. Ademas es capaz de 
forrnar una estructura secundaria en esa region que podria afectar su estabilidad 
. Esta estructura secundaria es bastante estable, con una energia libre de -14.6, 
como se muestra en la figura 44 y 46A. 
Esta estructura secundaria se obtiene usando el programa Dnasis. Como se 
puede observar en la figura 46A se forman distintos loops (marcados en rojo y 
celeste), que son estructuras conocidas por su sensibilidad a1 ataque por AR- 
Nasas. Este hecho puede ser determinante en la vida media de un ARNm 
afectando su estabilidad (mayor degradation) y produciendo menos proteina. 
Una experiencia de clonado de ADNc de mensajeros TcP2P mostro que el 
ARNm H1.8 se encontraba menos representados entre 10s clones aislados de la 
biblioteca que el resto de 10s ARNm expresados desde otros loci (ver capitulo 3). 
Esto podia implicar que su estabilidad hera menor de acuerdo a lo propuesto 
mas arriba. 
Por esta razh, considerarnos a1 elemento repetitive SIRE (-lo4 copias por 
genoma) de gran importancia potencial en la expresion genetica del parasito, 
1 nnnnGAATTC CTCTCTAGGA GAATTTTTTG A 
cambio A por T en oligo H (Hind111) 
1 
51 TTTAGAGAAT AGTTTqGCTG AAAGGAGTGA TGCTTGCTTG 
L 
TGAGTGCA AG~=~G T G A C G T A ~ T  GCCCTATTCT 
NCO I 
CTGAAAGCGG ATTGCCTACC TTGCCCCTAA CACGAGAGGC 
171 GGTTAACGAG TTTCTTCAAA ATATGCAGCG GATTCACTAA 
211 GAAACATTTT CACGCACGAA AGCGAAATTA TTATGATTGT 
251 TATTATAATA CTTTTTCTTT GTTGTTTTAT CCACTTATTA 
291 TTGTTGTGTT AAATTGTTTT TACCTTTTTT CTTTTCCAAC 
SIRE 
331 TTCTTTTATG ATGTCTTTTC TTTTTTTT # T TTTTGCTCTA 
IP insercion de T en oligo X (XbaI) 
dado que por su dispersion y alto nfimero de copias podria estar influen- 
ciando la expresion de un gran niunero de genes. 
Como primer objetivo se planteo entonces estudiar miis en profundidad la 
influencia de este elemento en la expresion de TcP2P. 
Para ello, se esta desarrollando un experiment0 de transfeccion transiente 
en tripanosomas que aun no ha concluido. A continuation se detallan 
algunos aspectos de la estrategia planteada y el armado de 10s vectores 
utilizados. 
Se han desanollado variaciones a las tecnicas convencionales de transfec- 
cion para adaptarlas a tripanosomas. Estos mttodos incluyen la introduccion 
por electroporacion de vectores recombinantes que contienen secuencias de 
ADN del parasito mas a l g h  gen marcador como 10s que codifican para 
cloranfenicol acetil transferasa (CAT), higromicina fosfotransferasa (HYG) 
o neomicina fosfotransferasa (NEO) (83,84,85). 
Se ha demostrado que no es esencial colocar regones 3' no codificantes de 
10s genes a estudiar dentro de 10s vectores de transfeccion, por dos motivos 
principales: a) La poliadenilacion se encuentra acoplada a1 trans-splicing, 
por lo que alcanza con una sola sefial y b) la termination de transcripcion 
ocurre con frecuencia dentro de 10s vectores plasmidicos utilizados (83, 84, 
85). 
Dado que nos interesaba estudiar solo como afecta SIRE la expresion del 
gen, el sistema elegido para trabajar es de transfeccion transiente. El 
plasmido utilizado es el pCAT-Basic (promega, USA). 
El objetivo es colocar la region 5' del gen TcP2P de un locus sin la 
insertion con SIRE (H6.4) y de otro locus en donde SIRE se haya insertado 
(H1.8), para medir el efecto del elemento SIRE sobre el trans-splicing y la 
estabilidad del ARNm del gen reportador (CAT). 
Se disefiaron oligonucleotidos (cebadores) sobre la secuencia del locus 
H6.4 para amplificar por PCR la region 5' de este locus que carece de SIRE. 
Estos cebadores amplifican tambien sobre el templado H1.8 la misma 
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region 5' per0 con la insertion de SIRE. 
Los oligonucleotidos heron diseiiados de forma tal de producir una 
mutagknesis dirigida durante la arnplificacion por PCR. El cebador 5 ' ,  
denominado OLIGO H presenta la modificacion de una A por una T con 
respecto a1 teinplado original para introducir un sitio HindIII en esa region 
( figura 46B.). El cebador 3', denominado OLIGO X, inserta una T en el 
producto amplificado creando de esta forma un sitio de restriccion para la 
enzima XbaI (figura 46B.). 
Caracteristicas de 10s productos amplificados: 
1) HX1 
Templado: locus H6.4 
Tamaiio: 3 10 pb 
Descripcion: region 5' de TcP2P sin SDRE con la introduccion de sitios 
HindIII en el extremo 5' y XbaI en el extremo 3' del producto amplificado. 
2) Hx2 
Templado: locus HI. 8 
Tamaiio: 740 pb 
Descripcion: region 5'de TcP2P con SIRE y con la introduccion de sitios 
HindIII en el extremo 5' y XbaI en el extremo 3'del producto amplificado. 
En la figura 47 se muestra la estrategia de clonado en el plasmido pCAT. La 
introduccion de sitios artificiales de restriccion XbaI y HindIII en el 
amplificado era necesaria para lograr un clonado direccional en el plas- 
mido. 
El clonado h e  confirmado por cortes con XbaI + HindIII y con NcoI, que 
corta tanto dentro de HX1 como de HX2 y dentro del gen CAT, liberando 
fragmentos de 880 pb si se clono HX1 y de 1300 si se clono HX2. 
pCAT5-Basic 
plasmid 
(4364bp) 
+ 
Carte con Hind111 + XbaI 
Clonado de HX2 
Clonado de HX1 
Fwra 47- 
&ategla& clod0 
en e I p l ~ ~ p C A T d e  
lmpr&mHXIy 
HA2,p.t-a el eshdo de 
Jiacionalzdad de la se- 
m i a  SIRE. 
De esta forma se generaron tres plasmidos para realizar el ensayo: 
1) pCAT-0 = plasmido control de background, sin productos clonados. 
2) pCAT-HX1= control basal, medicion de expresion del reportador CAT 
sin influencia de SIRE. 
3) pCAT-HX2= medicion de la influencia de SIRE sobre la expresion del 
reportador CAT. 
En la actualidad, el laboratorio esta preparando la infraestructura para 
llevar a cab0 cultivos de parasitos, hecho que va a facilitar 10s ensayos de 
transfeccion. 
5.2- Organizacihn y distribucicin genomica de SrRE en 
Xcnrzi: Estructtira del ele~nento y posibie funci6n. 
La secuencia SIRE se encuentra dispersa y presente 
en alrededor de 2000 copias en el genoma de T.cruzi. 
Ensayos de PFGE demostraron ademas que SIRE esta 
representada en todos 10s cromosomas del parasito, 
observese que en la figura 48 se hibridizan todas las 
bandas cromosomicas separadas. Las diferencias de 
intensidades pueden estar indicando o bien que hay 
mas de un cromosoma por banda o que la secuencia 
SIRE esta representada en muchas mas copias en 
algunos cromosomas en particular. 
Por otra parte, se analizaron distintas cepas de Tcrusi 
y se observaron ligeras diferencias en el patron de 
bandas SIRE en 10s southern blots, tomando como 
referencia a la cepa Tulahuen. El patron mas marcada- 
mente diferente de bandas se observo en la cepa G (ver 
Fwra 48- 
PFGE de cromosomas 
de T m i .  
I ,  Gel t&i& con Br.Et. 
2, Hibridkcihn con 
son& SIRE 
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figura 49, en donde se compara con el patron que se obtiene para Tulahuen), 
1 cepa que ademls es la unica que muestra una organizacion diferente de 10s I / genes TcP2P entre las analizadas (ver capitulo 4). 
I I (; T U I ~ I  YUUI I Estos datos podrian estar indicando que la 
Figura 49- 
Souhem blot colryx;rra- 
tivo e w e  las c e p  Gy 
Tulahuen hibridizirdo 
con SIRE. h & c h  in- 
dim mu b d  &4 0 0  
pb. 
secuencia SIRE tiene una organizacion 
diniunica dentro del genoma, es decir que 
efectivamente SIRE tiene la capacidad de 
moverse por distintos puntos del genoma. 
ObsCrvese que la flecha en la figura 49 
marca una banda intensa de -400 bp que 
hibridiza con el corte EcoRI y con el corte 
BarnHI en la cepa G, rnientras que en la 
cepa Tulahuen es tenue. Estas dos enzimas 
cortan dentro de SIRE separadas por una 
distancia de 100 bp, de mod0 que la unica 
explicacion posible es que un tandem cola- 
cabeza de varias copias SIRE se encuentra 
+% presente en la cepa G. 
Con el objetivo de estudiar mas en profundidad la organizacion y estruc- 
tura de SIRE en el genoma de T.cruzi, se rastreo una biblioteca genomica de 
la cepa Tulahuen construida en el vector lambda ZAP 11. 
Se plaquearon 20.000 fagos, luego de hibridizacion con sonda SIRE, se 
obtuvieron una gran cantidad de positivos (concordante con el alto numero 
de copias) y se aislaron 50 ( figura 50). Finalmente, se seleccionaron 15 
fagos recombinates positivos para trabajar en esta primera etapa denomina- 
dos SZ. 
Los fagos seleccionados se escindieron del fago h ZAPII, para generar 10s 
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plasmidos correspondientes. Estos 
plasmidos se digirieron usando I s -  
tintas enzimas de restriccion para 
armar mapas que permitan disefiar la 
estrategia de secuenciacion. A cada 
plasmido se le realizaron a1 inenos 6 
cortes diferentes y la combinacion 
de algunos cortes dobles. Muchas de 
estas restricciones fueron ademas hi- 
bridizadas con sonda SIRE para 
Fwra 5& 
Rastreo de la bibliotem 
gedmicu hZAPII de 
T . m i  con sonda SIRE. 
Laspeck indim fa- 
gm todmpmapos- 
terior andisis. Ob- 
shese que el resultado 
es coherente con el ulto 
mbnero de copim de 
SIRE en el genom 
posicionar este elemento dentro del inserto. El resultado son 10s mapas que 
se muestran en la figura 5 1. En algunos casos, como 10s clones SZ1 y SZ5 
no se pudo posicionar exactamente a1 SlRE sin0 dentro de un rango que se 
seiiala en la misma figura. 
0 
SIRE 
! I I 
I I 1 ZONASIRE TANDEM I 
PPV 
I I I 
-I 
I I 
B A Z0N-A SIRE- 1 Pv 
I ,  
P 
524 
OBW -I I I I  
,'I ' ZON-4 SIRE k I 
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irsdum la orientucidn 
de URE en eZpag- 
rnento gera6mrmm. P, 
Pd. E, E m .  B, 
B M .  I+, MI. MU, 
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En la tabla IV, se resumen algunos datos de 10s fagos recombinantes 
aislados con 10s cuales se trabajo. 
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El mapeo realizado sobre 10s plasmidos dio evidencias de que en algunos 
casos SIRE se encontraba en tandem (ej. SZ1, SZ5, SZ4, SZ8). Posterior- 
mente, esto fue confirmado en una experiencia de amplification por PCR 
usando como templado 10s plismidos SZ. Para las reacciones de PCR y 
secuenciacion se diser'iaron varios cebadores sobre la secuencia SIRE como 
se muestra a continuacion: 
SIRE- 1 
u 
S I R E  
El PCR realizado con 10s cebadores SIRE-0 + SIRE-1 mostro que en 
algunos plasmidos, ademas de la banda esperada de -200 pb, se obtenia otra 
banda mas grande de -800 pb ( figura 52). La arnplificacion sobre el 
templado del locus TcP2P-H1.8 (donde el SIRE se encuentra en tandem 
acompaiiando a 10s genes TcP2P) dio un patron similar con bandas de 200 
pb y 1200 pb, esta ultima comprende el tandem SIRE que encierra a1 gen 
TcP2P (figura 52). Por lo tanto, 10s clones SZ1, SZ4 y SZ5 deben contener 
un tandem SIRE separado por aproximadamente 400 pb de acuerdo a1 
tamaiio de la banda mayor. 
Fwra 5 2  
Any,lfficacidnpor PCR 
de l cxp l~ idos  m- 
culddos de W con 
10s cebadores SIRED + 
SIRE-I. M marcador 
de PM IKb ld&r. 
Los insertos contenidos en 10s plasmidos se secuenciaron utilizando 10s 
cebadores SK y T3 (que se aparean dentro del vector, son universales) y 10s 
cebadores sintetizados sobre la secuencia del SIRE (mostrados mas arriba). 
Se obtuvieron las secuencias completas de SZ2, SZ7, SZlO y SZ12. 
Ademas se obtuvo secuencia parcial de SZ5, SZ14, SZ15, SZ23, SZ32, 
SZ36, SZ38 y SZ39. 
Las secuencias completas obtenidas se registraron en el banco de datos de 
secuencia EBI (European biological informatics). El n h e r o  de acceso de 
- - 
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estas secuencias se especifica en la tabla IV de resumen. 
El SIRE presente en el locus TcP2P-H1.8 se considera como patron para 
las comparaciones con las nuevas secuencias obtenidas. De este modo, 10s 
SIRE presentes en 10s SZ secuenciados presentaron la siguiente homologia 
con el SIRE patron: 
+ SIRE SZ10: 95.6 % 
+ SIRESZ2:91.4% 
+ SIRE SZ7: 69 % 
+ SIRE SZ12: 90.7 % 
+ SIRESZ14:92% 
+ SIRE SZ15: 98.2 % (partial) 
+ SIRE SZ38: 85 % 
La secuenciacion mostro ademas que SIRE estaba asociado en todos 10s 
casos a loci diferentes, resultado consistente con 10s datos obtenidos de 
southern blot, PFGE y niunero de copias. 
Cabe recordar que SIRE se insertaba en el locus H1.8 de TcP2P en una 
regidn rica en T y que el elemento en si mismo llevaba una secuencia 
AGGA en sus extremos 5'y 3', quiz& duplicada como consecuencia de la 
insercion. Con este h i c o  ejemplo no podiamos generalizar si este evento 
ocurre siempre de la misma forma y SIRE necesita como target una region 
de Poli T en el lugar de insercion. El clonado y secuenciacion de estos locus 
SZ permitio clarificar algunos de estos aspectos. 
En la figura 53, se muestra detallada la secuencia de SZ10. El recuadro 
muestra el elemento SIRE insertado en este locus justo despues de una 
region de poli T y seguida por la secuencia AGGA. Desafortunadamente, 
SIRE se encuentra interrumpido por el sitio EcoRI interno, que tambien esta 
en el SIRE patron, y no se puede analizar el extremo 3' de la insercion. El 
resto de la secuencia adyacente a SIRE no presenta ninguna homologia con 
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EcoRI / 1 F~CA CGGAGACGAC GCTCATGGCA AATGCTGAAG CAGCTTTGAT TGCACTGCGG / 61 AGAGATTCTT CCGTCTGTCA CTGTTCTTGC AGACGATGAA TGGAGTGCTG AGAATGTTAC 
121 GGGAGAATGA AGTCCACGCA CTGCCGCTAA AAATTGACAC CTCCGTTCCA CAAAATATTC 
1 181 ACTCACTCAG CATCCGAGGG CAGTACGATT CCAGACGACC GCCTCGCCCT GCTCCGCGAC 
241 GTGAAGTTGA T $ ~ @ A  TTTAAATGCC GACAGCACTG CGCGTGGTGT GTCCCGGCCG 
I C 
301 ATGCTGCTTT TGATTCCGGG ACTGTGTGGA GTCGTGACAT TTTGCTGAGC CGAAGAGTGT 
Regidn Poli T INSERCION 4 SIRE 
361 GGAATTGCGA GAATGTGCAC CGCGTTCCTG CA~~TTTTTTT TTTT~GGA 
1 
GCTTGTGAAA AGAATGATCA CGGGAGAGTG GCTAACTTCA TCAATGTATG TGTATATCCG 
481 ATAATGCATG CATTCTTTAT GATCCTCTAC CGTATGAACT TTTGGGAAGA ACGCGACTTT I I 
541 GTAGGGGCGG GAGCCGATAG AGGCCAGATA ATATTTTTAA TTTTATTTTG CCATCCCACC I I 
601 CACCCCCTTG ATCCCCACCA CGCGGCGGGG TCTTGTGGTT GGAGGACCCC AAAGTCTGCC I I 
ACTTCGTAAG TAATAATATT TCAAATCCCA ACTGAGGACA AAGGACCATG CTAATGGTCC 
A C * ~ ]  
EcoRI SIRE- interrumpido por el sitio EcolU interno del elemento 
I 
el locus TcP2P-H1.8. Detalle de la secuencia SZI 0.. Se ~uestra el
Obsevando las figuras 53 a 59 en conjunto, se puede ver que el elemento / sitiode imercidnde 
SIRE se encuentra siempre insert0 en una r e ~ o n  de poli T, seguido por la gdmico, lossrti. I SiRienatei- 
posible secuencia duplicada por la insercion AGGA. En algunos casos se 1 restriccidnmcisrele- 
Las transiciones son tipicas en las secuencias de Zcruzi segim se h e  1 380)quepresentahu- 
pueden observar variaciones de esta secuencia, per0 son cambios G por A. vantesy entre corchef~cs 
una secuencia (260- 
AATA, per0 es interesante notar que la misma se encuentra tanto en el 1 mhadelmae) 
observando hasta ahora. En el caso de SZ7, esta secuencia esta mutada a 
extremo ~ ' C O ~ O  en el 3' del SIRE (figura 56). 
mIogIb. mprtante con 
otras secuenciar (ver 
Estos datos permiten generalizar que este elemento repetitivo utiliza como 
target para la insercion una region de Poli T en el genoma de Tcruzi, de la I 
misma forma que habiamos informado para la insercib en el locus TcP2P. 1 
Esta insercion en regiones de varias T sucesivas hace poco probable la 
insercion de SIRE en medio de secuencias codificantes, dado que estas 
EcoRI 
1 ~GGAATT+AC CGCGCAGTGT TCCGGGAGCG TGTGAGTCCC GACGACTGCT TTGCCCTGCT 
61 CTACGACGCG AAATTGACAC EGCGAGAGTT A CTGCCGAC AGACATGTGC GTGTGCGCGT 
121 GTATTGGGTG CTGCTGCTGC TTCTTCTGGG ATTGTGTGGA GTTGTGGTCG GTCTTTTGAG 
241 ATTTTTAATT ACTTATTTTT GGTTTTGTTG TTTTCCTGGA ATGATAAGCA ACCTTTATTT 
301 ATTTAAGGGT TTGGTTGCTG CACACTGTAA TGAGCGAAGT GTTTCCCTAT GTTGTTGTTT 
361 GTTGCCCGCA CGCTGTCCGG CCTCATTGCT GTGCGTCCCA CGGACTGCAG GAAAGGAGGA 
421 TTGGAGGAAC AGGCCGGATG CCGCAATGGA ATGTGAGAGA GTTGTGTGGG CTGGTGGAAC 
481 AGGACGATCT TTTTTAATTT TTATTTCTTT TCTTGGTGAA GGTATTATAT GTATACACAA 
541 CCACACGATC CTCTTCCATG CTGCATGGCA CAGGAAATAA AAGTGCTCTC TGATAGATTT 
601 TTTTAAAAAT TTTCCGGAAT TCTGCTGGAC CCTCAACCCT TTTTTTTTTC TTTTTTTTTT 
661 TTCCTGCCTT TTTAAGTTTT GGTTTGTGTG GCGGTGTGCG ACTTTTGCAG TTGTAATGGT 
721 TCCGTCTATC TTTTTTGGTG TGCGCTTCCT CTGGCTGCTG CCATTTATTA CAATGCGGTG 
SERCION SIRE 
781 GCTGTACGTG GTGTAACTGC TGTCGCTCCC TAC~TTTTTT TTC 
AATGATCGTG GGAGTGCTGG CTAACTTAAT TAATGAATGT ACATCCTGAT AAATGAAGGC 
90 ATTCTTTATG ATGCTTTCAA CCGTATGAAT CTTTTGGGAA GAACGCGACT TTGTAGGGGC 1 
96 AGGGAGAAGA TAGAGGCCAG ATAATAGGGG TTTTTATTTT GCCATCCCAC CCACCCCCTT 1 
102 GAAGCCCACC ACGCGGCCCC CTCTTGTGGT TGGAGGACCT CAAAGTCTGC CACTTCTTAA Y ErnR I 10 8 GTAATAATAT TTCAGATCCC AACTGAGGAC AAGGGCCATG CTAGTGGTCC AC~TT~ SIRE, interrumpido por en el sitio EcoRI interno 
Fwm 5 4  
Detalle de la seaencia de SZ12. Se muestra 
la inrercibn & SIRE ( r e d a d o )  en la 
regidn de polidT. E&e corchettes se seikla 
la regrdn quepresenta homlogh con otras 
secueneias (ver adelante,f;gura 62). 
1 CACAAACGCA TGGCGCGCAA AAAGAAAAAG AAAAAAAAAG AAGAAATGAA ATAAGAAGAG 
61 AAAGCGAAGA TCGTATCGAA TTAATTTTAT GGGGATTTTT GTGTGTGTGT GTGTCTGTAT 
121 GTGCGTGGGT TGTGAGCAGG TCGCAGAAAC GGGTTTGTGA TGACCCCTCC TTCCTCTCTA 
181 ATTTTATAAG ACCCCCCTTC GTAAATCTGG CTATTGTTTT CGTTGTCGTT GGGTTTCTAT 
241 GCTTTCACCG CTGCTCTTTT GTTTGTTTGT TTGTTTTCAT GCACGGAAAG AGGAGGATGA 
Regi6n de poli ffr SERCION SIRE 
361 F ~ G G A ~ G C T T T T G A G A  AGAATGATCG CGGGAGAGCT GGCTAACTTA ATTAATGTAT 
421 GTGTACATCC TGAAAATGAA TGCATTCGGG ATGATACCTT CTACCGTATG AATCTTTTGG I
481 GAAGAACGCG ACTTTGTAGG GGCAGGGAGC CGATAGAGGC CGGATAATAT TTGTTTTATT I 
541 TTGCCATCCC ACCCACTCCC TTTTGGTTCC CACCAGGCGG CGGGGTCTTT TGGTTGGAGG I 
601 ACCCCAAACT CTGCCACTTC GTAAGTAATA ATACGTAAAT CCTAACTGAG GACAAAGGAC I 
INSERCI~N SIRE 
841 AAGGCAGGCC GGATGACGGA ACACGATTTC GGAATTTCAG CCTTGTCACT GACGTTGCCA 
E G R P  D D G  T R F  R N F  S L V T D V A  
901 CACCATTTGT GAGAAAACCA CCCCACCCCA CCCTGAGAGG AGAGAGGAGT CATGCTGGAG 
T P F V  R K P  P H P  T L R G  E R S  H A G  
961 CCTACGCCTT CC 
A Y A F  
Fwra 555- 
Detalle de la secuencia m2. Se muestra el sitio de inserciidn de 
SLRE ( r e d a d o  en verae) en la regi6npolidT. Dentro de SIRE 
aparece subray& y circularizada en rojo, la seamcia la selial 
de tram-splicing. En a d  se marca un p 'b l e  A n  de inicio de 
za? marc0 de lechrra abierto. 
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SZ15 
1 TATCGCTTTC GCATCTGCAT CCACCATGAC GTTGGTGACA ACACTTCGCT GCAAGGAGCG 
61 GCGAATAAAG GCAGCTCGAA ATCGCACGCC ATGACGTGGG AGCTGCGACG GATATATGAG 
121 TTTTTGGACT CTCGCGGAAT ACAGGCAACT TTTGCCTACG T G C G G ~ C C C C  
181 GCAGACGGCA TATCACGCGG TCGTGTTTTT ACACTTCAGG ACTTGGCGAA GGGGTGGAAC 
GGG GTCTTGTGGT TGGAGGACCC CAAAGTCTGC CACTTCGT 
CCT AACTGAGGAC AAAGGACCAT GCTAATGGTC CACAGG~? 
SZ38 
1 AGCACTGATG TATACTATTA GACTGTGACA CAGTTTCTGA GACATGCCTG TGCTGTGCCT 
61 GCACGTCTGG ATCTTTTTCT GTTGGACGAA CATTATCTGT ACCGCACCAC CCTCGCGATC 
121 CTTGTGTATC GGTTTGGTCT GTACAACAGG CATGCACTGA GTTCTCTTCC ACGGTCGTAT 
181 TGCTCGCAAG AAGATGTGTT GCAAACTCTA GACCCATCTT CTTTAGACTT TCTACATGTC 
241 TCCGTCACTT TTCTGTCGTA TTTTAGCGAA TGATAAATTG TGTGGTATAG CATGCGTTCT 
301 ATTCGCTCCA TGCGAAGCGT GTGGCAAGTA ATCGTCCCTC TCATTAGTAG TATGACGCAA 
Fwm 57- 
Detalle de lasemencia 
mj- r ~ ~ d l a  
regi6nparCid deSIm 
que ath aociado al 
pseuabgen ribosomal 
(w textoy cita 80). En 
rojo aprece un sitio 
Pd 
Ffm 5& 
Detalle de la semencia 
SIREysusitiode her- 
SZ31 
A 
1 AANAANTANT TNNTNCANTA NANAACNAAN ANNGNANNAA TCNCANAACN TNAANTAACC 
61 NATTNACNAA TNANANAANN AGANNANNAN TNTCCCCAGA ANANN~CA cN- 
12 1 CUANTNANAN AAAGANNANA NNAIWNNNAN CNANCTANAN CTNAAAATNA AAAATAATAC 
181 ANCANCNNAT AANNACTCAN TNTACNNNAT ACNCCTNNCC TGNATTNNCG GNCNCTTANT 
24 1 ANTTTTTACC NANCANANNG NNACTATCCN CCNNTANGGN AGANATNNAA AGCANCNGNC 
301 NCGGNNACNC CTNAAAANCA AGTTTTAAAG GAATANTTTA TNATGNNGNC ANGNGGAANA 
361 ANNATCCGNT CCTTNTANAT GGAATTGTNA CAGGNCTATA TGNTCTACNA NCGTNCCCAT 
421 TTNTTACNGT AACACTTTGC CGNACAACAT GATAACGAAA CCTAACTTCN CGNGA T Z I  
1 GGAATTCCAC CGCGCAGTAT TCCGGGAGTG GTGTTAGTCC GACGACTGCT TTGCCCTGCG 
61 CACGACGCGA AATTGACACT GCGCGAGTTA ACTGTTGACG CACTGTGCGT GTGTGCGTGT 
121 ATTGGGTGTT GCTACTTCTT CTGGGATTGT GTGGAGTTGT GGCAGACTTC TGAGCCAAAG 
181 AGTGTGGAAT TGCGACTCCT CGCATGGAAC ATGTGCCGCG TTCTCTGCTT GTTCTCTTTA 
241 TTATTTACAT TTACTGTTGG TTTGTTGTTT CCTGGAATGA TAATTATCCT TGCGTTCCTT 
301 ATTATTTAAT GCGT 
1 1 7  
Ffra 59- 
&tane & la 
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~~0rec0mbbUl Id~  
S e r d A W y  
,yusjtjo & jnrerci(jn B, 
~ g i 6 n  3' del insert0 
Falm 
wparaCO@etmel  
owdip con la secuen- 
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I 
zonas repetitivas de T intercaladas con G o A son tipicas de regiones I intergknicas no codificantes en Trypanosoma. Las regiones codificantes I 
I tienen porcentajes de G+C cercanos a1 50 %, per0 en las regiones intergini- I I cas donde predominan las repeticiones de T, el porcentaje de G+C puede 
/ caer a valores tan bajos como de 20 % (ver capitulo 4, figura 35). Este I 
hecho es importante porque SIRE no produciria inactivaciones inser- 
cionales de genes, lo cual realza la hpotesis de que podria estar cumpliendo 
alguna funcion importante en el genoma. En esta direccion, hay que apuntar 
tambiCn la alta conservaci6n que existe de la secuencia en si misma (valores 
de 90 % de homologia respecto a1 SIRE patron), la h i c a  exception 
estudiada es en SZ7 (ver m b  adelante). 
1 En SZ2 podria haber otro ejemplo del mismo fenomeno que ocurre en el I 
locus TcP2P-H1.8. Como se puede ver en la figura 55, en la region 3' del 
SIRE se encuentra la region de polipirimidinas y el aceptor AG que son las 
/ sefiales necesarias para que ocurra trans-splicing, rio abajo del SIRE se 1 
puede encontrar un marco abierto de lectura que llega a 46 aminoacidos de 
longitud (recuadrado en azul se muestra el ATG de inicio) internunpido por 
/ la finalization del inserto clonado. Es probable que si este marco se 1 
expresa, use las sefiales que se encuentran dentro del SIRE, dado que la 
secuencia entre el SIRE y el probable ATG de inicio no contiene otras 
seiiales de trans-splicing. Si esto ocurre, seria un caso similar a1 descripto 
para TcP2P-HI .8. 
1 En SZ7 tambikn se encuentran conservadas las seilales per0 no hay I I suficiente secuencia rio abajo de SIRE como para deterrninar si hay a l g h  I 
marco abierto de lectura, aunque en esa zona tambidn hay otras posibles 
seiiales. 
I El  elemento presente en este SZ es el que presenta la menor homologia I con respecto a1 SIRE patron. Esto se debe a una zona restringida que no I 
mantiene la homologia. En la figura 56, se marca una region con linea negra 
de dinucleotidos TA repetida, a partir de alli la zona marcada en linea 
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punteada no conserva la homologia. Esta homologia se retoma solo a final 
de la region 3' (zona que justamente es la que se transcribe y contiene la 
seiial de trans-splicing en el caso del locus TcP2P). Es probable que exista 
alguna presion de seleccion para mantener la secuencia de esta zona de 
SIRE. 
La region que contiene (TA), repetido ha sido descripta previamente como 
una secuencia favorable a producir recombinaciones tanto en T. brucei como 
en Tcruzi (J. requena, comunicacion personal). Se puede especular que el 
hecho de que este dinucleotido TA se encuentre mas repetido (10 veces) en 
SZ7 que en el SIRE patron (3 veces) indique que ha ocurrido a lgh  tipo de 
recombinacion mediada por esa zona y por eso no se mantiene la homologia 
rio abajo. 
En SZ15 (figura 57) esta contenida una porcion 5' de SIRE, que habiamos 
detectado previamente en una busqueda en el banco de datos EBI, asociada 
a1 pseudogen de ARN ribosomal 24Sa (ver TCRPSEU en figura 43, 
capitulo 4). SZ15 extiende la secuencia descripta por Vieira de Arruda et al. 
(80) hacia la region 3 ' de ese locus genomico y la h i ca  secuencia en comim 
entre la descripta y SZ15 esta dada por esa region parcial de SIRE y 80 
bases mas hasta el sitio PstI (ver figura 57). Como se puede observar, SIRE 
se conserva exactamente hasta una zona rica en G+C (posicion 260 en la 
figura 43), a partir de la cual la homologia se pierde completamente. Esta 
region de SIRE acompaiia a la zona del ARN ribosomal que se transloco 
fuera del locus que contiene 10s ribosomales generando un pseudogen. No 
se puede afirmar con certeza si este SIRE estuvo directamente involucrado 
en la translocacion y generacion del pseudogen, pero todo el hecho es 
sugestivo. 
Por otra parte, cuando se analiza el resultado de hibridizacion en southern 
blot de ADN genomico con una sonda de SZl5 que no contiene la region de 
SIRE (es decir la secuencia hacia abajo de SIRE en el locus), se pueden 
observar a1 menos 5 sitios genomicos en donde la secuencia esta presente . 
Ftgura 6& 
Coqmacidn entre 
SZ12 y SZ31 figura 59, 
prte B). Obshese que 
la zona que contiene 
SIRE en S Z l  estd en el 
otro exfremo &l insert0 
rewmbiplrmte @ p a  
59, pmre A; hacia 5' de 
la secuencia com- 
p a r d )  y en SZI2 se 
encuentra a wnti- 
mracidn (hacia 3 ') de 
la secuencia com- 
p a r d  &to se es- 
quematxza en Iaparte 
~~: La zona som- 
bre& en ambm SZ 
comesponde a lase- 
mencia c o i n p r d  
h s f l e c h  i d m  la 
orientacidn cte SIRE. E, 
EwN. HHV, HincII. 
Los resultados reportados por Vieira de Arruda et al. con una sonda ubicada 
hacia arriba de SIRE en el locus muestra que esa secuencia esta contenida 
en esa h i c a  region genomica (80). Tomados en conjuntos 10s datos pueden 
estar mostrando a1 SIRE presente en ese locus como una especie de 
"bisagra" que actiie permitiendo recombinaci6n entre distintos puntos del 
genoma. 
Cuando 10s distintos SZ se cornparan entre si se puede observar un grado 
de homologia entre SZ12 y SZ31 (una region entre las posiciones 1 y 280 
tomando como referencia a SZ12) de 83 % sin tener en cuenta a SIRE (ver 
figura 60). SZ12 se extiende 900 bases hacia arriba de esa region y SZ3 1 se 
extiende 600 bases hacia abajo de esa region . Es probable que ambos Sean 
loci homologos duplicados con SIRE insertado en distintas posiciones. 
NO. TARGET FILE DEFINITION Match% Over. INIT OPT 
1 SZ12.SEQ 83.5 310 240 826 
83.5% identity in 310 bp overlap, initial score: 240 optimized score: 
826 
SZ31. SEQ 
SZ12. SEQ 
SZ31. SEQ 
SZ12. SEQ 
SZ31. SEQ 
SZ12. SEQ 
SZ31. SEQ 
SZ12. SEQ 
SZ31. SEQ 
SZ12. SEQ 
SZ31 .SEQ 
SZ12. SEQ 
10 2 0 30 4 0 5 0 
GGAATTCCACCGCGCAGTATTCCGGGAGTGGTGTTAGTTAGT-CCGACGACTGCTTTGCCCTGC 
....................................................... 
....................................................... 
G G A A T T C C A C C G C G C A G T G T T C C G G G A G - C G T G T G A G T C  
10 2 0 30 40 5 0 
60 70 8 0 9 0 100 110 
GC-ACGACGCGAAATTGACACTGCGCGAGTTGACG-TGTGCGTGTGTGCG 
.................................................. 
.................................................. 
TCTACGACGCGAAATTGACACCGCGAGAGTTAACTGCCGACAGACATGTGCGTGTGCGCG 
6 0 70 8 0 90 100 110 
120 130 140 150 160 170 
TGTATTGGG---TGTTGCTACTTCTTCTGGGATTGTGTGGAGTTGTGG-CAGACTTCTGA 
................................................ 
................................................ X:: 
TGTATTGGGTGCTGCTGCTGCTTCTTCTGGGATTGTGTGGAGTTGTGGTCGGTCTTTTGA 
120 130 140 150 160 170 
180 190 200 210 220 230 
GCCAAAGAGTGTGGAATTGCGACTCCTCGCATGGAACATGTGCCGCGTTCTCTGCTTGTT 
..................................................... 
..................................................... 
GCCAAAGAGTCTGGAATTGCGACTCCTCACGGAGRACATGTGCCGCGTTcccTGcGTGTT 
180 190 200 210 220 230 
240 250 2 60 270 280 290 
CTCTTTATTATTTACATTTACTGTTGG-TTTGTTG-TTTCCTGGAATGATRATTATCCTT 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  e. 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  v::::::::::::::: : :::: 
--AATTTTTAATTAC--TTATTTTTGGTTTTGTTGTTTTCCTGGAATGATAAGCAACCTT 
240 250 260 270 280 290 
300 310 
GCGTTCCTTATTATTTAATGCGT 
. . . . .  
. . . . .  
TATTTATTTAAGGGTTTGGTTGC 
300 310 
E 
SIRE . 
SIRE 
El mismo caso se puede observar entre SZ14 y SZ23. En este caso hay un 
70% de homologia entre ambos en las posiciones 80 a 400 tornando como I 
referencia a SZ23 (figura 6 1). 
NO. TARGET FILE DEFINITION Match% Over. INIT OPT 
1 SZ14HAl.SEQ < 69.6 326 478 656 
69.6% identity in 326 bp overlap, initial score: 478 optimized score: 
656 
COMPLEMENTARY key sequence 
9 0 100 110 120 130 
SZ23. SEQ CCCTCTTCGTGAGCTCGTCTCTCTGCATCGTCGAC-GATATTGCTGCACG-TACTGGTGC 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . .  
SZ14HAl.SEQ TCCACACTGGAAACTCTTTGTTTGATGTCATCGGCTGATACTCCTACTCGATACTGGTGT 
10 20 30 40 50 6 0 
140 150 160 170 180 190 
SZ23.SEQ ACCTCCTCCTCCAAGAACGCCGCAATCTCTCGGTTTTCCTTCTTGCTCACATTATCGGAA 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . .  x:::: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . .  
SZ14HAl.SEQ ACCTTTTTCTTCCAAAACTCCGCAATTTCT---TTTTCAGCGTCGGTTTCATTATTWA 
70 80 9 0 100 110 
200 210 220 230 240 250 
,5223 .SEQ TTTACAACATCACATCTCTGCCAGTCATTCATCGGCGTGCTGTCTGCGTGCTGCACGTAA 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
SZl4HAl.SEQ TTGGCGGGACCACATCTCTGCCAGCCAGTTAGCGGCTTGTTGTCTTTGTGCTGCACATAA 
120 130 140 150 160 170 
2 60 270 280 290 300 310 
SZ23. SEQ ATAATCTTCCACGACATGTCTCGAGATAATTTCTTCCAGCCATTAAAATATGCCGCCAGG 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
SZ14HAl.SEQ ACAATCTCCCACGACATGTCTCGGGATAAGGCCTCCCAATCATTAAAATATGCCGCCAGC 
180 190 200 210 220 2 30 
320 330 340 350 360 370 
SZ23. SEQ CACTCAGTGAAGTGCCTCACAGTGCTGGCGGTGGTGGTGTGGTGCCCAC-CCGCCGTAGCCAT 
........... ........ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
......-. ........... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
SZ14HAl.SEQ TGTTCAGTGAACACGTTCACAGTACTGGTTAGGGTGTGGTGCTCACTTAGCCGTAGTGAT 
240 250 260 270 280 290 
380 390 400 
SZ23 .SEQ CCGCAGCCCAACCAGCGTCACTGGATT 
. . . . . . . . .  
. . . . . . . . .  ::x :: :: :: 
SZ14HAl.SEQ CTGCAG-CCAACCATTATCTTCGGGTT 
300 310 320 
-- 
F p r a  61- 
Comprucidn de se- 
cueneim entre SZ14 y 
SZ23 
Los restantes SZ no comparten homologias entre si, salvo por una corta 
zona presente en 10s clones SZlO y SZ12. Esta zona se marca entre I 
corchetes en las figuras 53 y 54. Este resultado se obtuvo haciendo analisis 
de HARR PLOT usando el programa de analisis de secuencias Dnasis. El 
HARR PLOT es un grafico que se realiza sobre dos ejes, en el eje X se 
coloca una secuencia analizar y en el eje Y se coloca la otra. El programa 
toma una ventana definible de n bases que va corriendo a lo largo de las 
secuencias y coloca un punto en el grafico cuando de esas n bases de la 
ventana un porcentaje tambien definible presenta homologia. Este metodo 
perrnitio identificar una zona de homologia entre SZlO y SZ12 diferente a la 
zona de homologia definida por 10s SIRE contenidos en ambos clones. 
(figura 62 A.) 
A) 
CUTOFF : 100 KTUP : 4 
NO. TARGET FILE DEFINITION Match% Over. INIT OPT 
1 SZCOMM.SEQ 76.2 130 124 284 
76.2% identity in 130 bp overlap, initial score: 124 optimized score: 284 
90 100 110 120 130 140 
SZl2.SEQ GAGAGTTARCTGCCGACAGACATGTGCGTGTGCGCGTGTATTGGGTGCTGCTGCTGCTTC 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
SZCQMM.SEQ AGGATTTAAATGCCGACAG-CA-CTGCGCGTG-GTGTGTCCCGGCCGATGCTGCTTTTGA 
10 20 30 4 0 5 0 
150 160 170 180 190 200 
SZ12.SEQ TTCTGGGATTGTGTGGAGTTGTGGTCGGTCTTTTGAGCCAAAGAGTCTGmTTGCGACT 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  x::::: :::::: ::::::::::::: 
S I C O M - S E Q  TTCCGGGACTGTGTGGAGTCGT-GACATTTTGCTGAGCCGAAGAGTGTGGARTTGCGACT 
6 0 70 80 9 0 100 110 
210 
SZ12.SZQ CCTCACGGAGAAC 
"... : A v : .  .. 
... ..... 
SZCOMM.SEQ CCTCAC-GAGART 
120 
Construction Harr Plot con el programa Dnasis 
Zona de homologia 
entre 10s dos clones 
mostrada en A) mas 
1 
arriba. Esta region 
esta marcada entre 
corchetes en la 
secuencia de SZ 1 0 
en la figura 53. Check Size: 30 
Match Base: 20 
, Homologia 
correspondiente 
a1 SIRE que 
contienen ambos 
clones. 
Fwra 62-A. Comparacibn m e  la secuencia denominada S b m m  (toma& de Z I 0 )  (ver tmo) y 
IEZ12. Abqo se muestra el Harr Plot de SZiO ySZI2. By C, (en la otra@gina) Comparacibn de SZ 
comm con otrm sectdeneiar de Tcrtrzi obtenrdar del b m o  de &as EBI. 
B) 
CUTOFF : 100 KTUP : 4 
TARGET : GenBank database RELEASE : R74.0 
GROUP NAME : Invertebrate 
NO. TARGET FILE DEFINITION Match% Over. N T  OPT 
TRBFL160 TRYPANOSOMA CRUZI FL-160 EPITOPE GENE, 65.6 122 138 206 
65.6% identity in 122 bp overlap, initial score: 138 optimized score: 206 
10 20 30 40 5 0 
SZCM.SEQ AGGATTTAAATGCCGACAGCACTGCGC---GTGGTGTGTCCCGXCGATGCTGCTTTTGA 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  : x:::::: ::: : :: :::: :: 
m n i 6 o  TGGCTCTAATTGGTGACAGCACCGTGCATGGGTGTGTGTCTCGGGTGTTGTTGCTGCTGC 
1020 1030 1040 1050 1060 1070 
60 70 80 9 0 100 110 
SZCOMM.SEQ TTCCGGGACTGTGTGGAGTCGTGACATTTTGCTGAGCCG----AAWTGTaAATTGCG 
. . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  :x :: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . .  
TREFL160 TTCTGGGGCTGTGGGGCACCGCGGCTCTCTGCTGAGGCGTGAGGmGTGTmTTGCG 
1080 1090 1100 1110 1120 1130 
120 
SZCM.SEQ ACTCCTCACGAGAAT 
. . . . . . .  
. . . . . . .  
TRBFLlCO GCTTTTTGTG-GAAC 
1140 
C) 
CUTOFF : 100 KTUP : 4 
TARGET : GenBank database RELEASE : R74.0 
GROUP NAME : Invertebrate 
NO. TARGET FILE DEFINITION Matchyo Over. INIT OPT 
TRBGP85A TRYPANOSOMA CRUZI GP85lSIALIDASE HOMOL 61.9 134 124 182 
61.9% identity in 134 bp overlap, initial score: 124 optimized score: 182 
10 20 3 0 40 5 0 
SZCM.SEQ AGGATTTAAATGCCGACAGCACTGCGCGT-GGT--GTGTCCCGKCaTKTGCTTTTm 
. . . . . . . .  
. . . . . . . .  :::::::: : :: : : : A  v::::: :: : :: :::: :: 
TRBGP85A TGTATCTAATTGGTGACAGCACCGTGCATGGGTATGTGTCTCGAGTGTTGTTGCTKTGC 
420 430 440 450 4 60 470 
60 70 80 9 0 100 110 
SZCOb%d.SEQ TTCCGGGACTGTGTGGAGTCGTGACATTTTGC----TGAGCCGAAaGTGTGGAATTGCG 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  " . . A  . . . . . . . . . " .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . - . . . . . . . . . .  
TRBGP85A TTCTGGGGCTGTGGGGCATTGCGGCTCTCTGCTGAATGAATTGGGGAGAGWTTGCG 
480 490 500 510 520 530 
120 
SZCOMM.SEQ -ACTCCTCACGAGMT 
. . . . . . . .  
. . . . . . . .  
TRBGP85A AAATTCTGTGGAGCAA 
540 550 
Esta zona de 130 pb es 76.2 % homologa entre 10s dos clones. Cuando 
esta region se toma por separado para realizar una comparacion de secuen- 
cias en el banco de datos del EBI contra otras secuencias de Trypanosoma 
se obtiene 10s siguientes resultados (ver figura 62 B y C.): 
* 65.6 % de homologia con una region presente en el gen del Antigeno 
FL- 160 de T. cruzi 
* 62 % de homologia con una region presente en el gen de la proteina de 
superficie GP85lSialidase. 
Esta secuencia esta denominada como SZCOMM en la figura 62 A. La 
region se encuentra a distinta distancia con respecto a1 SIRE en ambos SZ y 
no se encontro SIRE en las zonas circundantes de FL160 y GP85/Sialidase, 
por lo tanto es improbable que esta secuencia guarde alguna relacion con el 
SIRE. Puede ser, sin embargo, que esta secuencia sea un pequeiio elemento 
repetitivo disperso por el genoma como lo es SIRE. Una hibridizacion en un 
Southern blot genomico de Tcruzi con la banda de 600 pb EcoRI de SZ 12 
que contiene esta secuencia parece apoyar esta idea (ver figura 64 A., calle 
. . .). 
Los datos provenientes de 10s SZ muestran un panorama m b  claro en la 
organizacion del SIRE, sin embargo queda aun por resolver que sucede en 
10s SZ en 10s cuales SIRE se encuentra en tandem. Esto puede dar la clave 
para entender si SIRE forma parte de un elemento todavia mayor del tip0 
de retrotransposones ademb de moverse como un elemento autonomo. 
Resumiendo 10s datos obtenidos podemos decir: 
1) SIRE se encontro asociado a loci diferentes en todos 10s casos y 
distribuidos en distintos cromosomas. 
2) Los elementos SIRE conservan una gran homologia de secuencia entre si. 
3) El Target de insercion de SIRE es siempre una region de Poli T 
4) SIRE parece no intermmpir secuencias codificantes. 
Teniendo en cuenta estos resultados se puede proponer la siguiente estruc- 
tura de SIRE y un posible esquema de insertion en el genoma (figura 6 3  A 
Y B.1. 
Basicamente el SIRE se puede dividir en tres regiones: 
+ Una region 3' que contiene las 38 bases que se transcriben y la 
secuencia adyacente de polipirimidinas que actiia como sefial de trans- 
splicing. Esta region se conserva aun cuando otras zonas de SIRE no lo 
hacen (ver SZ7, figura 56).  
+ Una region "bisagra" en donde el dinucleotido TA se repite en fonna 
variable. En 10s alrededores de esta region la secuencia se conserva con 
distintos grados de homologia. 
+ Una region 5' de alrededor 300 bases que constituye el cuerpo del 
elemento. Dentro de esta zona hay una region rica en G+C, sitio en 
donde la secuencia SIRE de SZ15 asociada a1 pseudogen ribosomal 
pierde completamente la homologia. 
ESTRUCTURA DEL ELEMENTO SIRE 
I uu Regicin Regi6n Regi6n 
rica GC variable de expresi6n 
Fwra 63A.- 
fitruchaa ak un ele- 
mento SIRE tbiw. 
Fwra 6.38- 
Esquema de imercii6n 
de wz elemento SLRE en 
el genoma de T mi 
CAY11 ULU 3 
5.3- Concepto de SAS (Sitios Asociados a SIRE): su impor- 
tancia en el Proyecto Genoma de Trypcrnosonzu crztzi. 
Se ha demostrado que SIRE se encuentra en alto nurnero de copias ubicado 
en diferentes puntos del genoma y representado en todos 10s cromosomas. 
Las regiones genomicas que se encuentran adyacentes a1 SIRE son por lo 
tanto secuencias no repetitivas, definen distintos loci en particular e incluso 
pueden ser secuencias que se encuentran representadas una sola vez en el 
genoma. 
La posibilidad de generar eficientemente grupos de secuencias linicas o 
poco representadas que marquen segmentos especificos en el genoma es 
uno de 10s topicos mas importantes en el proceso del analisis de un genoma. 
En la actualidad, se esta desarrollando a nivel multinacional el proyecto de 
secuenciacion del genoma de Trypanosoma cruzi y distintos laboratorios 
estan llevando a cab0 tareas definidas, una de esas tareas es la generacion de 
STS (Sequence Tagged Sites). El STS por definicion es una corta secuencia 
de ADN que marca un region h i c a  en el genoma y esa region se encuentra 
perfectamente definida y caracterizada. Los STS ayudan en la elaboracion 
de mapas genomicos de gran escala, paso previo y necesario para comenzar 
una secuenciacion tambien en gran escala. Para el proyecto de genoma de 
T.cruzi se esthn desarrollando dos tipos de STS: derivados de microsatelites 
(86) y derivados del SIRE. 
SIRE tiene un gran valor para el estudio del genoma, dado que rastreando 
SIRE se pueden aislar secuencias que marquen sitios linicos usando zonas 
ligadas a el. A estas secuencias le dimos en particular el nombre de SAS 
(SIRE Associates Sites o Sitios Asociados a SIRE). 
Se purificaron distintos fragmentos asociados a SlRE utilizando 10s SZ. 
Estas regiones de ADN se caracterizaron por hibridizacion en Southern 
blots y PFGE. Adicionalmente estas experiencias completan la caracteri- 
zacion de SIRE mostrando la organizacion de 10s distintos loci que lo 
contienen. 
Los datos se resumen en la tabla V: 
TABLA V 
no determinado 
no determinado 
no determinado 
no determinado 
no determinado 
El SAS derivado de cada SZ se especifica con la siguiente convencion: las 
letras indican las enzimas de restriccion usadas para obtener el fragment0 y 
10s nhneros que siguen indican el tamafio del mismo (B, BarnHI; E, EcoRI; 
127 
CAPITULO 5 
P, PstI; H, HindIII). Delante de cada uno se ubica otro numero que indica la 
procedencia SZ del fragmento. 
Los numeros en las columnas de Southern y PFGE indican la cantidad de 
bandas detectadas usando cada SAS. 
I Los resultados de Southern blot (figura 64 A., pagina siguiente) muestran, I 
por ejemplo, que el locus SZlO esta presente en mas de una copia en el 
genoma (4 0 5 como minimo) (obskrvese que la sonda no incluye la region 
de 130 pb c o m h  con otros clones descripta mas arriba). SZ7, en cambio, 
muestra una sola banda de hibridizacion, indicando su presencia en una 
unica ubicacion genomica. Esto quiere decir que el entorno en donde SIRE 
se insert6 es un locus unico en el genoma. A1 observar el PFGE (figura 64 
1 B.)se detectan dos bandas, cabe la posibilidad de que se hayan detectado 10s I 
cromosomas homologos correspondientes. Para SZ5 se pueden observar dos 
bandas de hibridacion en el Southern blot consistente con la presencia de 
dos loci genomicos para este entorno. Una hibridacion adicional en PFGE 
muestra que tambien dos cromosomas distintos se marcan con la sonda SZ5, 
10s cromosomas 7 (0.85 Mb) y 3 (0.7 Mb) (figura 64 B.), por lo tanto 10s dos 
loci SZ5 no e s th  ligados en el genoma. La secuencia que se us6 como 
sonda se puede ver en la figura 65 A. 
La secuencia SAS derivada de SZ14 (figura 65 B y C.) mostro, a1 ser 
comparada en la base de datos del EBI, considerable homologia con una 
familia particular de proteinas de superficie, GP85/Sialidasa/Neuraminidasa 
(87). A continuacion se detalla esta homologia: 
TABLA VI 
Se muestra la homologia con TRB85KD como ejemplo (figura 65 C.). 
CAPITULO 5 I 
XLY 
xwn 
XVLI 
XVI  
Flgura 6 4  
A., S o u t h  blot de 
ADNga?dmico mando 
w m  so* Mpu- 
$4~ de lm SZ indi- 
& en 1aJigw-a Las 
caracterkticas de d 
Msepuede ver tam- 
bikn en la Tabla U.. B, 
BamHI. E, EcoRI 
B, PFGE de cromoso- 
mar de T m i  hi- 
brid& con so& 
SAS de lm SZ mdi& 
en lajgura Se md~ca el 
mjmero del cromosoma 
detectado con cadu 
A SZ5 (regi6n 5' del inserto)-secuencia parcial 
1 GGCCAACTGC GTCCCTTGAT GGTGCTACCC ATCTACGCAT CTCTTCCACC 
61 CGAGAGCAA AGGCGTATTT ACGAGGTCCC ACCACCAACC ACACGGAAGG TTGTGATCGC 
121 GACAAACATT GCTGAAACAT CCATCACTAT CGATGGAGTG GTGTACGTCG TGGATTGTGG 
181 GCTTTGCAAG CAAAACTATT ATAATTACCA GTCCATGGTG GAGGAATTGC GTGTGTTGCC 
241 AATCTCGCAA GCCAGCGCTA AGCAGAGAAC AGGTCGAGCA GGACGAACTC AAAGGGGAGT 
301 GTTACCGTTC GTACACGGTC CACACCTTTC GTAATGAGCT TCCACAAGAA 
B SZ14 (regi6n 5' del inserto)-secuencia parcial 
1 GTCAACGCCC AATTGAACCC ACCATTCGTA GCTAACTTCC CGCACGAAGA 
61 AACGCCCTAT TGCCGCTCTC AATTGCCGTG CGGACGCTAC AACACCCTTT 
121 ATATTCGCTG TGCTCAACAC GATGTGTGTA TTCCGGCCAT TATTAAACTC ACCAAAAAAA 
181 GACGACAAAT TCCACGCAAA AAGGATGGAA CCCGCCAAAA TATCCGCTGA GAAAGCACAC 
241 TCGGTGCCCC ATCGCTATCA TTAGCGTCGT GTACACCCAT CAAAGACAAC CGTCAGTCAC 
301 CAACACCCAC AGAGCAGCAT CCAACGTCTC TCAGCC 
SZ14 (zona SIRE)-secuencia parcial 
1 TCCACACTGG AAACTCTTTG TTTGATGTCA TCGGCTGATA CTCCTACTCG ATACTGGTGT 
61 ACCTTTTTCT TCCAAAACTC CGCAATTTCT TTTTCAGCGT CGGTTTCATT ATTGGGATTG 
121 GCGGGACCAC ATCTCTGCCA GCCAGTTAGC GGCTTGTTGT CTTTGTGCTG CACATAAACA 
181 ATCTCCCACG ACATGTCTCG GGATAAGGCC TCCCAATCAT TAAAATATGC CGCCAGCTGT 
241 TCAGTGAACA CGTTCACAGT ACTGGTTAGG GTGTGGTGCT CACTTAGCCG TAGTGATCTG 
301 CAGCCAACCA TTATCTTCGG GTT ... 
A, Secuenciapcial de 
SZ5, mu& corn sonda 
en 10s ensayos de la 
jgwa 6-1. 
B, Secuencia p c i d  de 
SZ14. Losptattos indi- 
can quefaltan secuen- 
ciar busespma inter- 
wnectar lm &fi.ag- 
rneatm. Se muma la 
insercidn de SIRE 
( r e d a d o )  en este 
locus. 
181 TGTAGGGGGC GGGAGCCGAT AGAGGCCGGA TAATATTTTT ATTTTATTTT GCCATCCCAC I I I """" 
C, Homologh encon- 
l...ACAGCACAAA TTAGGAATTA AAC TCGTTT TGTTTTTTTA GTAAAATT &a& a1 ~ U S @ W  el 
61 TGAAAAGAAT GATCGCGGGG TAGCTGGCTA ACTTAATTAA TGTATGTGTT TATCCTGATA ban~o de &m EBI wn 
241 CCACCCCCTT TTGATTCCCA CCACGCGGCG GGGTCT . . .  I 
121 
3 TRB85KD (TRYPANOSOMA CRUZI 85 KD SURFACE ANTIGE 55.4 334 174 352 
55.4% identity in 334 bp overlap, initial score: 174 optimized score: 352 
COMPLEMENTARY key sequence 
AATGAATGCA TTCTTTATGG TACTTTCTAC CGTATGAATC TTTTGGGAAG AACGCGACTT 
10 20 30 40 5 0 
SZ14.SEQ GGCTGAGAGACGTTGGATGCTGCTCTGTGGGTGTTGGTGAC-TGACGGTTGTCTTTGATG 
. . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . .  
TRB85KD GGGATTCATTTGCTTCACCCTCTCTTGTCAGTGCTGGTGGCGTAATTKTGCCTTCGCCG 
1060 1070 1080 1090 1100 1110 
60 70 80 9 0 100 110 
SZ14.SEQ GGTGT-ACACGA-CGCTAATGATAGCGATGGGGCACCGAGTGTGCTTTCTCAGCGGATAT 
. . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . .  
TRB85KD AAGGTCACCTGAGCTCCAAWATAAAGATAATAAATCAACTGAGC--CCTCTTCTGATGC 
1120 1130 1140 1150 1160 1170 
120 130 140 150 160 170 
SZ14.SEQ TTTGGCGGGTTCCATCCTTTTTGCGTGGAATTTGTCGTCTTTTTTTGGTGAGTTTAAT-- 
. . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
TRB85KD AGTTGCTTGGTACATTGACTCTGCGTGGGAATGGTCCACTCTTGTTGGTGAGGTCAATAA 
1180 1190 1200 1210 1220 1230 
180 190 200 210 220 230 
SZ14.SEQ - A A T G G C C G G A A T A C A C A C A T C G T G T T G A G C A C A G C G A A T C G T  
. . . . .  
. . . . .  x::::: :::: : : : :: : :: ::::: : ::: : :: 
TRB85KD AAGTACATGGCAAGCACACACCGTGCTTGGTAAAGTGGATGGAAAGGAGCGTTTTGATGT 
1240 1250 1260 1270 1280 1290 
CAPITULO 5 
300 310 320 330 
SZ14.SEQ AGCGAAAGCTTGGTACGAATGGTGGGTTCA---ATTGGGCGTTGAC 
: ::::x : : : :: : : :::: 
TRB85KD CTGTTGCGTCCAATGTAAATGGGAGTTGGAGTCATGGCGGCTTGAA 
1360 1370 1380 1390 1400 
La GP85 Sialidasa/Neuraminidasa de T.cruzi es una de las moleculas mas 
importantes en la superficie del parasito ya que se supone tiene un rol 
preponderante en la penetracion celular y evasion del sistema inrnune (87). 
Esta regidn de SZ14 se us6 como sonda SAS en Southern blot y PFGE de 
cromosomas y 10s resultados concuerdan con esta homologia, dado que la 
sonda identifica a1 menos 4 cromosomas distintos y la familia de GP85 es 
supernumeraria y distribuida por varios cromosomas (figura 64 A y B.). 
Las restantes secuencias SAS purificadas no dieron homologias significati- 
vas con otras secuencias en las bases de datos. 
En la actualidad, algunas de estas secuencias SAS ya se estin utilizando en 
el rastreo de bancos genbmicos en YACs y BACs. 
5.4- TTso de SIRE en la diferenciacibn de cepas y en el 
proyecto genoma: Inter-SIRE PCR, SIRE-Bubble-PCR. 
Muchas de las tecnicas desarrolladas inicialmente para el proyecto genoma 
hurnano, se e s t b  transfiriendo a 10s proyectos de genomas de otros organis- 
mos. 
Otra de las formas mas comunes de generacion de STSs es el uso las 
secuencias repetitivas en reacciones de PCR, ALU-PCR en humanos o mas 
generalmente conocida como DRE-PCR (Interspersed Repetitive Element- 
PCR) (88). 
Esta tkcnica hace uso de la propiedad repetitiva de estos elementos que 
pueden ubicarse mas de una vez por locus. Si dos elementos se encuentran 
relativamente cercanos y en direcciones opuestas, entonces el uso de un solo 
cebador que se una a1 extremo de la secuencia seria suficiente para lograr la 
amplification del fragment0 intergenico entre ellas (88). 
Una variacion a la tecnica de inter-IRE PCR es IRE-Bubble PCR (89). 
Inter-IRE depende enormemente de la distribucion asimetrica del elemento 
dentro del genoma, y por lo tanto, deja poco representadas aquellas zonas 
con pobre contenido en secuencias IRE generando una distribucih no I 
uniforme de productos de PCR. IRE-Bubble se independiza de este efecto 
generando una distribucion mas uniforme de productos. Bhicamente el 
ADN genomico se corta con una enzima de restriction de corte frecuente y 
luego se ligan con extremos romos una serie de oligonucleotidos en 10s 
extremos de 10s fragmentos que serviran de anclaje para la amplification de 
PCR usando otro cebador que se m a  a1 extremo de la secuencia IRE (el 
mktodo es explicado en detalle en la seccion materiales y metodos). 
Ambos mCtodos 10s utilizamos usando la secuencia SIRE en Trypanosoma 
cruzi con dos objetivos: 
1) Diferenciacion de cepas (teniendo en cuenta que SIRE se distribuye de 
una forma particular en cada cepa) 
2) Generacion de SAS por PCR. 
Los cebadores utilizados para las reacciones fueron en principio 10s 
mismos que ya se describieron en este capitulo (Sire-0, Sire-1, Sire-2, 
Sire-3). Las reacciones de PCR se llevaron a cab0 sobre ADN genomico de 
la cepa CL colocando un solo cebador en cada reaccion. Los resultados para 
estos cebadores se muestran en la figura 66 A. Se puede observar que todos 
producen un gran nurnero de bandas, particularmente Sire-1 y Sire-3, 
confirmando la distribucion asimetrica de SIRE en el genoma. De esta 
forma, 10s fragmentos generados por PCR contienen SAS comprendidos 
entre dos elementos SIRE con direccion opuesta. 
Cuando la reaccion de PCR se combina con otro cebador especifico de 
alguna de las secuencias SAS descriptas anteriormente (27, cebador del 
SAS de SZ7 y 22, cebador del SAS de SZ2), la reaccion amplifica 
especificarnente el SAS deseado (ver figura 66 A., calles 8 y 9). 
INTER-SIRE PCR SIRE - BUBBLE PCR 
primer HA-1 
Alu I Rsa I 
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mdoPesw'74 Hae'' 
2-5, InterSIRE con liw 
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peCif;Co & 1- 1 SIRE tambien puede ser importante en la caracterizacih de cepas. I 
SZ7, respec). B, SIRE- Se disefiaron nuevos cebadores sobre 10s extremos de la secuencia SIRE, 
Bubble PCR 1 per0 en este caso se dirigen hacia afuera del elemento (de hecho son 
A B 
2 3 4 5 6 7 8  
antisentido de 10s cebadores Sire-0 y Sire-2) denominados HA-1 y HA-2 
(ver figura 66). Se realizaron nuevas reacciones confirmatorias con estos 
cebadores, en donde se encontro que HA-1 diferencio mejor 10s patrones de 
la cepas que HA-2. HA-1 diferencio clararnente las cepas Tulahuen, Mara- 
cay y G por este metodo (figura 67), confmando que SIRE puede ser util 
en la caracterizacion de cepas. Estas experiencias tambien muestran que el 
exito en la caracterizacion de cepas depende del cebador elegido (observar 
las reacciones con HA-1, Sire-1 y Sire-2, en las figuras 66 y 67). De ahi 
surge la importancia de probar distintos cebadores en las reacciones para 
elegir el mas adecuado, entendiendo por adecuado aquel cebador que logra 
diferenciar la mayor cantidad de cepas posibles. 
Con el objetivo de lograr condiciones que permitieran obtener un mayor 
nhnero de SAS en las reacciones de PCR, se utilizo la tecnica de Bubble 
PCR explicada anteriorrnente. 
Se probaron dos condiciones distintas: una cortando el ADN genomico con 
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AluI y otra cortando el ADN con RsaI. Para amplificar se utiliz6 el cebador 
de anclaje Bu-Primer (ver materiales y metodos para mas detalles) y el 
cebador de SIRE HA-1. Las reacciones de PCR para cada uno de 10s cortes 
se probaron en dos concentraciones distintas de templado que variaban en 
un orden (100 pmoles y 15 pmoles). Esto ultimo es importante para 
optimizar la obtencion de un mayor n h e r o  de bandas. 
Los resultados se pueden ver en la figura 66 B. Aun la condicion con 
menor concentracion de templado genero un complejo grupo de productos 
arnplificados que aparece como un chorreado cuando el gel se tiiie con 
bromuro de etidio, sugiriendo que el n h e r o  de productos arnplificados es 
tan grande que obstaculiza la visualizacion de bandas individuales (observar 
que el control en el cual se omitio el agregado del cebador HA-1 no produjo 
arnplificacion alguna). Solo se pueden ver dos o tres bandas individuales 
intensas que posiblemente correspondan a zonas del genoma en las cuales 
SIRE se encuentra altamente representado. 
Cornparando con la reaccidn de inter-SIRE PCR (figura 66 A.), se puede 
ver que esta reaction es mucho mas sensible en la arnplificacion de 
secuencias SAS. Los productos generados por esta reaccion se pueden 
clonar en un vector plasmidico para generar una biblioteca especifica de 
SAS para la obtencion de marcadores linicos de distintas regiones de 
cromosomas de T. cruzi. 
Tambien se puede aplicar directamente sobre las bibliotecas de YACs 
existentes de T.cruzi para generar todos 10s SAS posibles provenientes de 
un h i c o  cromosoma del parasito. Luego estos SAS pueden ser usados en el 
ordenamiento de 10s BACs o cosmidos necesarios para generar un mapa 
cromos6mico. En estos casos todavia nos faltan realizar 10s controles 
necesarios sobre el ADN de levadura. 
Las reacciones de Inter-SIRE PCR, de todas formas, son utiles para la 
caracterizacion de cepas, dado que a1 obtener menor n h e r o  de bandas 
permite observar patrones distintivos para las distintas cepas. 
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A) El genoma de T.cruzr'y la organizaci6n de genes: el ejemplo de TcP2P y el 
resto de las proteinas Y. 
E n eucariontes superiores la familia de proteinas P consta de un solo gen 
activo para cada tipo: PI, P2 y PO. La levadura Saccharomyses cerevisiae posee 
5 genes de proteinas P: dos genes que codifican para dos tipos de la proteina PI, 
dos genes para dos tipos de P2 y un linico gen PO (8). El resto de 10s eucariontes 
inferiores en general siguen esta regla (9). El clonado de proteinas P en Xcruzi 
nos mostro que la situation en este parhsito es mucho mas compleja. Existen a1 
menos 4 genes que codifican para un t i p  de proteina P2 (TcP~P), dos genes que 
codifican para otro tipo de proteina P2 (TcP2a), un h ico  gen para P1 y dos 
genes PO (90,9 1). Esto suma a1 menos 9 genes que codifican para proteinas P en 
Tcruzi y todos se transcriben. Muchos de ellos presentan minimas variaciones en 
la secuencia proteica, per0 son diferenciables en cambios en el pI o variaciones 
de aminoacidos que podrian influir en la fosforilacion de la proteina. De mod0 
que todas podrian a ser funcionalmente distintas. Aun no hemos puesto a punto 
ensayos funcionales de estas proteinas como para determinar la importancia de 
estos cambios. Tampoco podemos determinar como interaccionan esta cantidad 
de proteinas P con 10s otros componentes de la estructura del ribosoma. 
No se conocen con exactitud las diferencias entre el proceso de traduccion en 
tipanosomas y el resto de 10s eucariontes, ni como influyen la inusual estructura 
de capping y el SL que llevan todos 10s ARNm del pdsito. De todas formas, las 
proteinas P no se alejan de 10s datos que surgen a diario del clonado de genes en 
tripanosomas: proteinas y genes altamente conservados en toda la escala evolu- 
tiva suelen presentar profundos carnbios en el orden de 10s kinetoplhstidos 
136 
DISCUSION I 
I 
(proteinas P, l s tonas  (92), ARN ribosomales (93), etc.). 
Caracterizacibn general 
Por otra parte, proponemos una nomenclatura unificada para denominar 
a las proteinas P de parasitos unicelulares que permite una comparacion y 
manejo de la informacion mas adecuado. 
El sistema P de Tcruzi se compone de las siguientes proteinas: 
TcP1, codificada por un gen. 
TcP2a, codificada por a1 menos 2 genes ubicados en distintos loci 
genomicos. 
TcP2J3, codificada por a1 menos 5 genes ubicados en 4 loci genbmi- 
cos diferentes. 
TcPO, codificada por 2 genes ubicados en distintos loci gen6micos. 
Este sistema P presenta las siguientes caracteristicas diferenciales con 
respecto a 10s de otros organismos: 
Esta compuesto por a1 menos 9 genes activos en total para las 
distintas proteinas que lo componen. Los eucariontes inferiores (ej. 
Levadura) presentan 5 genes y 10s eucariontes superiores 3 (ej. hu- 
manos). 
Presenta 2 extremos C-terminales diferentes distinguibles por se- 
cuencia y por reactividad inrnunologica (TcP1, TcP2a y TcP2P por un 
lado; TcPO por el otro). 
Es el unico organism0 eucarionte que presenta un extremo C- 
terminal similar a de Archaebacterias (TcPO). 
Es el imico eucarionte inferior que contiene solo un tipo de proteina 
P 1. El resto presenta 2 t i p s  (P 1 ct y P 1 J3). 
TcP2P se encuentra codificada por a1 menos 5 genes en 4 loci distintos y 
tiene niveles de expresion similares a 10s alcanzados por TcPl codificada 
por un gen de copia hica.  Esto implica que el dosaje genico de TcP2P es 
importante para alcanzar niveles altos de expresion. Los tripanosomas 
replan la transcription por mecanismos post-transcripcionales controlados 
principalinente por trans-splicing (53, 54, 55). Esto sugiere la importancia 
de comparar las secuencias 5' de 10s genes TcP2P y TcPl en busca de 
diferencias en las sefiales de trans-splicing que puedan explicar mejor como 
las regiones de polipirimidinas son capaces de ejercer regulacion sobre 10s 
niveles finales de ARNm. 
TcP2a es codificada por a1 menos 2 genes y presenta 10s niveles mas bajos 
de expresion (5 veces menor que TcPl por ejemplo). Estudios realizados en 
Leishmania (43) demuestran que 10s niveles de ARNm de un gen aumentan 
de acuerdo a1 grado de repeticion de la region de polipirimidinas de la 
region 5'. Este trabajo se realizo usando construcciones artificiales y 
midiendo la expresion del gen CAT en ensayos de transfeccion. Una vez 
clonados 10s fragmentos genomicos conteniendo 10s otros genes P, el 
analisis comparativo de las regiones 5' de 10s mismos pemitira observar si 
esto es precisamente lo que ocurre en Tcruzi. 
El analisis de la expresion en parasitos epimastigotes sometidos a golpes de 
calor (de 28°C a 37°C)' simulando una de las condiciones del pasaje del 
insect0 vector a1 hospedador mamifero, muestra muy pocas variaciones en 
10s niveles de ARNm de las proteinas P. Solamente TcPl presenta una 
pequefia disminucion en 10s parasitos incubados a 37°C. Skeiky et al. (91) 
realizan mediciones similares per0 directamente sobre tripomastigotes y 
epimastigotes de cultivo. Ellos observan una disminucion m b  drastica en 
10s niveles de ARNm de TcPl en tripomastigotes, en tanto que 10s niveles 
del resto de las proteinas P se mantienen invariables (91). No es simple 
explicar esta posible regulacion estadio especifica hicarnente de TcP1, 
teniendo en cuenta que las proteinas P se expresan constitutivamente o bien 
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varian su expresion coordinadamente solo durante periodos de "starvation7' 
B) EI genoma de T.cr~izi y las secuencias repetidas: el ejemplo de SIRE. 
1 El genoma de T.cruzi es el mas grande de 10s kinetoplastidos, 87 Mb. 
T. brucei, a1 igual que leishmania, tiene un genoma de aproximadamente 30 
Mb. T. cruzi, a diferencia de T. brucei no posee minicromosomas, aunque 
presenta cromosomas pequeiios como el 1,0.45 Mb y otros 7 por debajo de 
1 Mb (74). 
La abundancia de las secuencias repetitivas en 10s genomas eucarioticos ha 
estimulado muchas discusiones acerca de la funcion que pueden curnplir. 
Como se han encontrado por delante o por detras de genes que codifican 
para proteinas se sugirio que podrian tener a lgh  rol en la modulation de la 
expresion de 10s genes. La existencia de estas secuencias repetidas tambien 
se ha interpretado en el context0 de la potencialidad de 10s eucariotas para 
desarrollar estrategias que les permitan reaccionar ante cambios comparati- 
vamente rapidos, dandole plasticidad a1 genoma. Por otra parte, se ha 
sugerido tambien que estos elementos no tiene otra fimcion mas que 
sobrevivir dentro de 10s genomas (94,95). 
En T.cruzi se han informado varias secuencias repetitivas que comprenden 
m a  porcion sigruficativa de su genoma, per0 a1 igual que en otros organis- 
mos su funcion es desconocida. 
SIRE y trans-splicing 
SIRE comparte algunas caracteristicas con estas secuencias repetidas: la 
dispersion en el genoma y la no intermpcion de secuencias codificantes. Sin 
embargo, SIRE parece ser h i c o  en el hecho de que su insercion delante del 
gen TcP2P-H 1.8 introduce un sitio aceptor SL fimcional conjuntamente con 
m a  region polipirimidinica. Esto resulta de gran importancia de acuerdo a1 
modelo propuesto de "scanning" para la seleccion del sitio de poliadenila- 
cion (44). En efecto, el sitio de reconocimiento del SL es el que determina 
la region de poliadenilacion del ARNm anterior en un ARN policistronico 
(ver introduccion). LeBowitz et al. demuestran que en Leishmania major la 
poliadenilacion del gen inrnediatamente anterior es dictada por la region de 
trans-splicing del gen posterior, sin embargo esta poliadenilacion no ocurre 
en cualquier sitio, sin0 dentro de una "ventana" permitida rica en regiones 
(T)nA. Esto hace que no exista una seiial consenso de poliadenilacion y que 
el sitio de poliadenilacion no sea tan definido como en 10s eucariontes 
superiores en donde la seiial AAUAAA define exactamente el sitio. En 
tripanosomas cualquier sitio dentro de esa "ventana" puede ser elegido para 
agregar la cola de poliA. Esto concuerda con nuestros resultados de clonado 
de ARNm de TcP2P. Todos 10s ARNm TcP2P se poliadenilaron en sitios 
diferentes per0 cercanos. Esta dispersion del sitio de poliadenilacion (ver 
figura 33, del capitulo 4 de resultados) siempre ocurre dentro de una 
ventana rica en secuencias (T)nA, de acuerdo con lo demostrado por 
LeBowitz et a1 para Leishmania major, indicando entonces que la region de 
trans-splicing del gen posterior esta marcando la ventana de poliadeni- 
lacion. 
Interaccicin(1a ubicacibn del sitio 
de poliA depende de 
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Matthews et al. (96) demostraron que en Trypanosoma brucei una region 
comun rica en pirimidinas es la que dirige las reacciones de trans-splicing y 
poliadenilacion en la region intergknica de 10s genes de tubulina. Este 
hallazgo y 10s de LeBowitz et a1 permiten generalizar que las reacciones de 
trans-splicing y poliadenilacion se encuentran acopladas en kinetoplastidos 
y que dependen de un elemento funcional comh. 
Es probable que un factor compartido funcione uniendo la regi6n de 
pirimidinas para dirigir las reacciones. Matthews et al. especulan que el SL, 
que cumple a la vez funciones de U1 en tripanosomas, podria estar 
cumpliendo esta funci6n dual en la poliadenilacion y el trans-splicing (96). 
Cuando SIRE (428pb) se inserta en una region intergknica, alarga la 
distancia entre dos genes, destruye la seiial de trans-splicing original y 
presenta una nueva a1 gen que se encuentra hacia abajo 
Por lo tanto, sugerimos que SIRE puede donar simultaneamente un nuevo 
sitio de poliadenilacion a la region codificante ubicada hacia arriba de la 
insercibn, de acuerdo a lo explicado anteriormente. 
Mas aun, el SIRE podria funcionar como "espaciador" del policistron, 
donando un sitio aceptor de SL a1 final del mismo y dirigiendo la poliadeni- 
lacion de la ultima region codificante. Lebowitz et al. ya plantean en su 
trabajo (44) la hipotktica existencia de estos "espaciadores" a1 final de una 
unidad transcripcional para mantener la compatibilidad de su modelo. 
Matthews et al. especulan que alguna caracteristica especial de la secuencia 
se encarga de marcar a1 gen terminal de un policistron para su proce- 
sarniento por poliadenilacion. La presencia de SIRE a1 final de una unidad 
transcripcional podria inducir la poliadenilacion rio arriba donando estas 
seiiales. 
La vision actual sobre la modulacion de la expresion en estos organismos 
es que 10s niveles finales de ARNm se obtienen a traves de mecanismos de 
regulation post-transcripcional que involucran loops regulatorios en el 
pre-ARNm en combinacion con tasas diferenciales de trans-splicing y 
SIRE y su relaci6n con otras secuencias repetidas de T.cruzi 
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poliadenilacion que afectan su vida media (5 1, 52,53). De alli la importan- 
cia de la presencia de la region pirimidinica funcional y del loop que se 
forma en la region 3' transcripta dentro del SIRE. 
Una secuencia repetida descripta por Requena et al. (97)' E12, muestra en 
su parte 3' homologia con SIRE. En efecto, las ultimas 120 bases de El2 
tienen una alta homologia con las primeras 120 de otro elemento repetido, 
El3 (81) y con las ultimas 120 bases de SIRE. El resto de la secuencia de 
10s elementos no tienen relacion entre si ni de homologia ni de organi- 
zacion. El elemento E12, a1 igual que SIRE participa de un evento de 
transcripcion. La region 5' de El2 se transcribe como parte de la region 3' 
no codificante de un ARNm cuyo product0 aun no se ha identificado, y la 
poliadenilacion de ese mensajero ocurre dentro de la secuencia transcripta 
de El2 (98). De mod0 que la participation de las secuencias repetidas en la 
modulacion de la expresion de genes en tripanosoma, a nivel transcripcional 
o post-transcriptional, podria generalizarse 
Una pregunta que queda sin resolver por el momento es el tip0 de relacion 
existente entre elementos como E12, El3 y SIRE, que comparten una corta 
zona comun de 120 bases en distintas posiciones en 10s 3 elementos (figura 
43, capitulo 4 de resultados). Aun no podemos determinar si todas ellas 
tuvieron un origen c o m b  o adquirieron esta secuencia por recombinacion 
desigual. Sin embargo, lo que resulta interesante es que estos elementos 
puedan tener alguna relacion entre si, dado que entre todos suman un 
porcentaje importante del genoma de Tcruzi. Teniendo en cuenta que todos 
10s genes descriptos hasta ahora se agrupan muy cerca unos de otros, 
separados por cortas regiones intergknicas, es probable que el resto del 
genoma se encuentre poblado de estas secuencias repetidas. Esto, quizis, se 
corresponds con el tamaiio mayor del genoma de Tcruzi en relacion a otros 
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Tanto E13, E12, E22 ( 97) como SIRE se encuentran repetidas en un rango 
de lo3-lo4 copias dispersas por el genoma Sin embargo SIRE es el 
elemento que parece presentar mayor dispersion de todos 10s mencionados. 
Observar la figura 69, en donde se comparan 10s southern blots de SIRE, 
El2 y E22, en particular la calle 2 digerida con BamHI, muestra que SIRE 
presenta una distribution mas homoginea en el genoma que 10s otros 
elementos. Este dato es importante a1 utilizar a SIRE como base para 
generar marcadores STSs en el proyecto genoma de Trypanosoma crusi. 
SIRE El2 
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Cual es la causa por la cual un genoma relativamente pequeiio como el de 
este organism0 conserva tantas secuencias repetidas aun es un misterio. 
Quizas le brindan a1 parasito una plasticidad a su genoma que ayude a 
adaptarse a 10s cambios violentos a 10s cuales esta sometido. Parte de su 
habilidad para sobrevivir a cambios rapidos puede basarse en la adaptabili- 
dad que le otorga la plasticidad de su genoma. 
DISCUSION 
SIRE y la duplicaci6n de genes 
Otra funcion atribuible a SIRE es una funcion en la duplication de genes. 
Observar la particular organizacion del locus H1.8: SIRE-TcP2p-SIRE- 
TcP2p-SIRE, y tener en cuenta la presencia dentro del elemento repetitivo 
de una putativa secuencia recombinogena Chi. Esta secuencia Chi, que ha 
sido descripta en diversas regiones del genoma de tripanosoma (T. brucei y 
Tcruzi), estaria involucrada en eventos de recombinacibn y se la encuentra 
en las proximidades de genes duplicados (99,100). Chi ya f ie  asociada con 
otra secuencia repetida de Tcruzi que no es SIRE. En efecto, Novak et a1 
(79). describen una secuencia medianamente repetida que se asocia a1 
"cluster" de genes de ARN ribosomal, la familia SRE-1-2-3, en donde 
tambien encuentran que una secuencia Chi (GCTGGTGG) se asocia al 
elemento repetido. Secuencias tipo C h  tambien se encontraron en las 
cercanias de 10s genes de aldolasa, fosfoglicerato kinasa y gliceraldehido-3- 
fosfato deshidrogenasa, y en una secuencia t i p  retrotransposon (99, 100 ). 
Los genes de estas enzimas glicoliticas con secuencias Chi en sus vecin- 
dades se encuentran organizados en tandems directos, con secuencias 
identicas o practicarnente identicas de sus genes. Se ha propuesto que estas 
secuencias tip0 Chi podrian estar funcionando como putativos mediadores 
en el proceso de conversion genica en tripanosomas. Mas aun, reciente- 
mente se ha demostrado que elementos circulares extracromosomicos de 
Leishmania mexicana pueden ser formados por un "cross-over" entre se- 
cuencias t i p  Chi (101). 
Estos datos no difieren demasiado de lo observado por nosotros donde 
SIRE se asocia con 10s genes TcP2j3. SIRE lleva una secuencia Chi en uno 
de sus extremos y 10s genes TcP2P se encuentran duplicados en tandem 
direct0 en torno a estas secuencias SIRE. Las secuencias de 10s genes 
TcP2P en tandem son identicas. 
La asociacion de Chi con secuencias repetidas como SIRE o SRE-1-2-3 es 
- -- 
aun mas importante, dado que estos elementos se encuentran dispersos por 
el genoma y , en el caso de SIRE, presente en todos 10s cromosomas. 
Estructura y organizaci6n de SIRE 
El trabajo presentado en esta tesis sobre SIRE presenta ciertas ventajas 
con respecto a otros elementos descriptos. Su observacion en varios loci en 
donde se encuentra ubicado nos permitio definir exactamente cual es su 
blanco de insercion y la estructura primaria del elemento (figura 63, 
capitulo 5 de resultados). SIRE se encuentra siempre ubicado en una region 
de polidT y teniendo en cuenta que las regiones ricas en T se encuentran 
ampliamente distribuidas en la. zonas intergenicas de Zcruzi, parece poco 
probable que SIRE podruzca inactivaciones insercionales de genes. 
Con respecto a la estructura del mismo, podemos definir tres regiones: 
- La region con seiiales de trans-splicing que se transcribe (I). 
- una region de (TA)n variable. Alrededor de esta region la homologia es 
diversa (11). 
- una region 5' mas conservada con una zona rica en GC (111). 
Es notable la conservacibn de la region I aun cuando la zona adyacente 
presente homologia variable entre 10s distintos SIRE. Esto esta marcando la 
importancia de esa region que contiene las seiiales de trans-splicing y la 
presion de seleccion por mantenerla. 
Aun no sabemos si SIRE se encuentra tambikn formando parte de un 
elemento mayor del tipo de retrotransposones. Es conocido que las regiones 
LTR de 10s retrotransposones tienen la capacidad de moverse en forma 
autonoma y promover la transcription de genes que se ubican en sus 
proximidades. Podria ser que SIRE formara parte o fuera un LTR en si 
mismo, per0 no tenemos mhs elementos para afirmarlo. 
En conclusion, el estudio de 10s elementos repetidos en Tcruzi estd en la 
actualidad aportando datos valiosisimos sobre la estructura y plasticidad del 
genoma de este parasito. 
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La siguiente tabla resume las secuencias repetitivas mas importantes 
SIRE y el Proyecto Genoma de Trypanosoma cruzi. 
La capacidad de generar rapida y eficientemente un grupo de secuencias 
cortas de copia h i c a  dirigidas a un segmento especifico del genoma es uno 
de 10s topicos mas importantes en el proceso de andisis genomico. El 
desarrollo de la tecnica de PCR basada en elementos repetitivos dispersos 
(IRE-PCR) a tenido un gran impact0 en el avance del proyecto Genoma 
Humano. IRE-PCR hizo posible la arnplificacion especificas de secuencias 
de ADN humanas contenidas en celulas somaticas hibridas, cromosomas 
artificiales de levadura (YAC), cosmidos, etc. IRE-PCR es particularmente 
poderosa porque puede ser aplicada sin conocimiento previo de la secuencia 
contenida dentro del segmento genomico que se esta analizando. Sin 
embargo IRE-PCR presenta limitaciones. IRE-PCR funcionara imicarnente 
entre pares de secuencias IRE que esten a una distancia y orientation 
apropiada una respecto a la otra; incluso se ve restringida por la aparente 
distribucion asimktrica de la secuencia repetida dentro del genoma. Este 
particionamiento dela repeticion, en donde puede haber regiones del 
genoma ricas o pobres en contenido de la secuencia IRE, llevan a una 
distribucion no uniforme de 10s productos IRE-PCR dejando algunas re- 
giones del genoma significativamente poco representadas (88,89). 
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El desarrollo de la ticnica de IRE-Bubble PCR supera estas limitaciones y 
extiende la utilidad basica de esta estrategia en el analisis de genomas. Con 
IRE-Bubble PCR virtualmente cualquier fragment0 de ADN que contenga 
un linico RE puede ser amplificado por esta tkcnica, dado que se basa en el 
anclaje de un " linker" independiente de la secuencia analizar. 
El analisis que se ensayo en el marco de la presente tesis se bas6 en usar 
SIRE como elemento repetido para aplicar estas tecnicas. SIRE ha probado 
ser especie especifico y permitio diferenciar distintas cepas en ensayos de 
PCR, usando la tkcnica de inter-SIRE PCR. Por otra parte SIRE presenta 
ciertas ventajas sobre otras secuencias repetidas de Xcruzi ya que tiene una 
distribution mas uniforme en el genoma y presencia en todos 10s cromoso- 
mas (ver figura 69), cualidades de gran importancia para utilizar las tecnicas 
de inter-SIRE y SIRE-Bubble PCR para obtener STSs (SAS) para la 
construction del mapa fisico del genoma nuclear de Trypanosoma cruzi. 
En la actualidad, se ha realizado el Kariotipo molecular de la cepa CL 
Brener elegida para el proyecto genoma y se determino que contiene 20 
cromosomas entre 0.45 Mb y 3.50 Mb, y un genoma nuclear de 87 Mb (74) 
Nuestro laboratorio ha decidido clonar y secuenciar el cromosoma I (0.45 
Mb) en su totalidad. SIRE presenta una intensa hibridacion con este 
cromosoma (figura 48). De mod0 que la tkcnica de SIRE-Bubble puede ser 
aplicada sobre 10s distintos BACs que cubran regiones del cromosoma I 
para obtener SAS que permitan el aislamiento de nuevos BACs hasta 
completar el mapa fisico. 
Se obtuvieron y caracterizaron las secuencias completas de 10s ARNm de 
TcP 1 y TcP2a. 
Se obtuvieron y caracterizaron nuevas variantes de ARNm de TcP2P. 
Se demostro que TcPl es codificado por un solo gen, TcP2a a1 menos por 
2 genes en loci diferentes y TcP2P a1 menos por 5 genes distribuidos en 
4 loci genomicos diferentes (H6.4, H1.8, H1.5, H1.3). . 
La transcripcion y traduccion in vitro de las proteinas caracterizadas 
demuestra que existe una proteina P de 17 kd que aun no ha sido clonada. 
La abundancia relativa de 10s ARNm de proteinas P es la siguiente: TcPl 
0. I%, TcP2P 0.15% y TcP2a 0.02%. 
Por lo expuesto en 3 y 5, las seiiales reguladoras de transcripcion de TcPl 
deben ser las m b  fuertes de 10s 3 genes estudiados. 
Una secuencia repetida (SIRE) se asocia a1 tandem de genes TcP2f3 en el 
locus H1.8. 
SIRE contiene una seiial funcional de trans-splicing y afecta la expresion 
de TcP2P en el locus HI. 8. 
SIRE esta presente en todos 10s cromosomas de Tcmzi. 
SIRE se inserta siempre en una region rica en T. 
La distribution de SIRE es especie especifica (ejemplo, cepa G). 
Los sitios asociados a SIRE (SAS) son de gran importancia en la 
generacion de STSs para el proyecto genoma de Trypanosoma cruzi. 
10s SAS tarnbien son importantes en la diferenciacion y caracterizacion 
de cepas. 
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